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RESUMO 
 
 
O género Ranavirus é um dos principais envolvidos em episódios de alta mortalidade em explorações de 
aquacultura e nos casos de mortalidade espontânea em massa de anfíbios selvagens, tendo causado 
declínio de populações nativas de rãs, sapos e salamandras, em vários pontos do planeta. 
Tem sido reconhecida a importância do estudo e caracterização destes vírus, com o propósito de 
compreender melhor estes surtos infecciosos e poder contribuir para a diminuição da incidência de doenças 
provocadas pelos mesmos, minimizando assim problemas ecológicos e problemas económicos 
especialmente quando estes surtos atingem espécies de valor comercial como as espécies de aquacultura. 
O presente trabalho teve como objectivo proceder à caracterização geral de iridovírus isolados de duas 
espécies de tritões (Triturus marmuratus e Triturus boscai) do Parque Natural da Peneda-Gerês, por 
comparação com um outro vírus isolado de um réptil (Lacerta monticula) da Serra da Estrela e com o vírus 
protótipo desta família, o Frog vírus 3 (FV-3). 
As condições de propagação e produção dos isolados virais em estudo foram optimizadas conseguindo-se 
a implementação da replicação destes vírus em células VERO cultivadas num meio independente de CO2. 
Nestas condições laboratoriais foram efectuadas cinéticas de replicação destes vírus, que permitiram 
agrupar os vírus em estudo. Os vírus isolados de tritões constituíram um grupo com cinéticas sobreponíveis, 
distintas das do FV3 e do vírus isolado da L. monticola, ambos com cinéticas semelhantes.  
Sequenciaram-se produtos de PCR correspondentes a regiões conservadas (sequências parciais das 
regiões MCP e Pol) obtendo-se uma total identidade entre as sequências dos isolados dos tritões, e uma 
identidade elevada com sequências publicadas de numerosos isolados do género Ranavirus, entre elas as 
do FV3 e do vírus isolado da L. monticula, relativamente às quais apresentaram identidades de 98%. Foi 
ainda possível identificar estes isolados como pertencentes ao género Ranavirus pelo efeito citopático 
(CPE) típico produzido em culturas celulares e pelo padrão de metilação do DNA viral.  
De todos os métodos testados, a abordagem mais eficaz para distinguir os diferentes isolados foi a análise 
electroforética das proteínas dos virões destes isolados, em que se observaram padrões semelhantes, mas 
não idênticos. No entanto, o elevado grau de semelhança corrobora os resultados obtidos com a análise 
dos genomas destes vírus.  
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Iridovirus, FV 3, Ranavirus, MCP, POL, proteínas. 
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ABSTRACT 
 
 
 Ranavirus is one of the genus most involved in episodes of high mortality in aquaculture farms and in cases 
of spontaneous mass mortality of wild amphibians, having caused decline of native populations of frogs, 
toads and salamanders at various points of the planet. 
 It has been recognized the importance of the study and characterization of these viruses, in order to  better 
understand these outbreaks and be capable of contributing for the reduction of the incidence of diseases 
caused by them; this will allow to minimize ecological  and economic problems, especially when concerning 
outbreaks affecting commercially valuable species, as aquaculture species. 
This study aimed to characterize  iridovirus isolated from two species of newts (Triturus marmuratus e 
Triturus boscai) of the Portuguese Natural Park of Peneda-Gerês, by comparison with another virus isolated 
from a reptile (Lacerta monticula) from  Serra da Estrela and the prototype virus of the Ranavirus genus and 
Iridoviridae family,  Frog virus 3 (FV3). 
The conditions of propagation and production of the virus isolates under study were optimized, affording 
implementing their replication in VERO cells grown in CO2 independent medium. Under these laboratory 
conditions kinetics of virus replication were performed which allowed grouping the virus under study. Viruses 
isolated from newts formed a group with overlapping kinetics, distinct from FV3 and the virus isolated from L. 
monticola, both with similar kinetics. 
PCR products from conserved regions (partial sequences of MCP and Pol regions) were sequenced,  
showing a total identity  among the sequences of the isolates of newts and a high identity with  published 
sequences of numerous isolates from the Ranavirus genus, including those of FV3 and the virus isolated 
from L. monticula,  with which showed 98% identity.  
It was also possible to identify these isolates as belonging to the Ranavirus genus by the typical cytopathic 
effect (CPE) produced in cell cultures and by the methylation status of the viral DNA. 
 Of all the methods tested, the most effective approach to distinguish different isolates was the 
electrophoretic analysis of virions proteins which showed similar patterns, but not identical. However, this 
high degree of similarity confirms the high identity obtained by the analysis of these viruses genomes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Iridovirus, FV3, Ranavirus, MCP, POL, proteins. 
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I. INTRODUÇÃO 
Os vírus são, ainda, as mais pequenas entidades a que se pode atribuir um “plano de vida”. São pouco mais 
que material genético que se consegue preservar quase sempre iludindo as estratégias defensivas dos 
hospedeiros que usam para se propagar. Além de um interesse científico óbvio, as doenças causadas por 
vírus contribuem de forma significativa para a morbilidade e mortalidade de muitas espécies vivas, com 
particular realce para o seu impacto em muitas das actividades económicas e industrializadas da sociedade 
actual. 
Existem muitas famílias de vírus descritas actualmente, com características muito distintas, tais como o tipo 
de genoma, o modo de infecção e replicação e o tipo de hospedeiro. 
 
1.1  Família Iridoviridae 
 
Nesta tese foram estudados os iridovírus, que pertencem ao grupo dos NCLDVs (Nucleo Cytoplasmatic 
Large Deoxyribovirus); são vírus de grandes dimensões, com morfologia icosaédrica, genoma de DNA linear 
de dupla cadeia e replicação núcleo citoplasmática. Os membros da família Iridoviridae infectam 
vertebrados ectotérmicos (peixes ósseos, anfíbios e répteis) e invertebrados, principalmente insectos, mas 
também crustáceos e moluscos (Williams, 1996). 
A palavra “Iridoviridae” é derivada de Iris, a deusa grega do arco-íris. O arco-íris como iridescência 
observada em insectos infectados e em sedimentos azulados de vírus dá o nome a este grupo de vírus. 
Esta iridescência facilitou a primeira detecção de um iridovírus em 1954 (Xeros, 1954). 
A coloração iridescente resulta da acumulação de cristais de vírus nos tecidos infectados. O espaçamento 
regular das partículas virais nos cristais produz fenómenos de interferência luminosa 
que origina a cor, sendo a tonalidade dependente das dimensões dos viriões (Willis, 
1990). Este efeito é utilizado para a detecção dos vírus em diversos artrópodes, tendo 
sido aproveitado para a designação desta família, embora não se observe nos vírus dos 
vertebrados (Willis, 1990). 
 
Figura 1: Larva da mosca “Costelytra Zealandica” exibindo tons de azul no intestino grosso 
devido a uma infecção por iridovírus. 
  (http://www.microbiologybytes.com/virology/Kalmakoff./Iridoviruses) 
 
A família Iridoviridae está actualmente dividida em cinco géneros reconhecidos pelo International Committee 
on Taxonomy of viruses (ICTV), que infectam uma grande variedade de vertebrados (Ranavirus, 
Megalocytivirus, Lymphocystivirus) e invertebrados (Chloriridovirus, Iridovirus) (Chinchar et al., 2005; 
Jancovich et al., 2011). 
Os 2 géneros que englobam os vírus de invertebrados (mais especificamente artrópodes), induzem doenças 
sistémicas num vasto leque de espécies, tendo despertado interesse devido à possibilidade da sua 
utilização no controlo das pragas de insectos. Trata-se de um grupo de vírus com características biológicas 
distintas das dos vírus dos vertebrados (Williams, 1996). O género Iridovirus agrupa viriões relativamente 
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pequenos (120-140nm) dando origem a colorações iridescentes em tons de azul-turquesa; a espécie tipo do 
género é o Invertebrate Iridescent Virus 6 (IIV-6). O género Chloriridovirus é constituído por vírus de maiores 
dimensões (~180nm); estes vírus produzem uma iridescência púrpura-alaranjada, e a espécie tipo do 
género é o Invertebrate Iridescent Virus 3 (IIV-3) (Williams, 1996). 
Os vírus dos géneros que infectam vertebrados não apresentam iridescência. Lymphocystivirus é um 
género que produz em diversas espécies de peixes, massas de aspecto tumoral, resultantes de uma grande 
hipertrofia das células infectadas. A espécie tipo é o Lymphocystis disease virus 1 (LCDV-1), cujo genoma 
foi o primeiro genoma de Iridovirus a ser sequenciado (Tidona e Darai, 1998). No entanto, o seu ciclo de 
replicação não foi estudado na altura, devido à incapacidade para ser multiplicado em culturas de células 
permanentes (Weissenberg, 1965). 
Os vírus do género Megalocytivirus infectam uma grande variedade de peixes marinhos no Sudeste 
Asiático, incluindo várias espécies que são amplamente utilizadas em aquacultura. A espécie tipo é o 
Infection Spleen and Kidney Necrosis Virus (ISKNV) (Nakajima et al., 1998). Surtos com estes vírus podem 
levar a uma mortalidade de quase 100% (He et al., 2000). 
Nesta tese foi objecto de estudo o género Ranavirus. A importância do estudo destes vírus como agente 
patogénico para diversas espécies de vertebrados foi subestimada durante muitos anos, devido ao potencial 
patogénico aparentemente fraco ou nulo de muitos destes agentes, nas populações naturais (Willis, 1990). 
O género Ranavirus é um dos principais envolvidos em episódios de alta mortalidade em explorações de 
aquacultura e nos casos de mortalidade espontânea em massa de anfíbios selvagens, tendo causado o 
declínio de populações nativas de rãs, sapos e salamandras, em vários pontos do planeta (Jancovich, 
2010). 
Doenças produzidas por Ranavírus têm sido descritas cada vez mais, em 3 classes taxonómicas diferentes 
de animais ectotérmicos vertebrados: peixes teleósteos, anfíbios e répteis (Williams et al., 2005; Fox et al, 
2006). 
A espécie tipo do género é o Frog Virus 3 (FV3), que é também o membro mais caracterizado desta família 
e os seus estudos elucidaram o processo replicativo destes vírus (Chinchar et al., 2002). 
 
 1.2  Frog virus 3 
 
 O Frog virus 3 (FV3), espécie tipo do género Ranavirus, foi detectado no decurso de estudos do 
adenocarcinoma renal de Lucké (Granoff, 1989). Foi isolado originalmente de um tumor renal (tumor de 
Lucké) de uma rã leopardo - Rana pipiens (Granoff et al., 1966). É frequente estarem associados a doenças 
sistémicas que provocam elevada mortalidade nas populações de girinos de Rana pipiens do Nordeste e 
Centro dos Estados Unidos da América (Granoff, 1989). O FV3 replica-se numa 
ampla variedade de linhas de células de mamíferos, répteis, anfíbios e peixes. No 
entanto, a replicação é inibida a temperaturas superiores a 33ºC, tendo uma 
temperatura óptima de 26-30°C (Gravell e Granoff, 1970). 
Figura 2: Rana pipiens do Nordeste e Centro dos Estados Unidos da América. 
(http://www.microbiologybytes.com/virology/Kalmakoff./Iridoviruses) 
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1.3  Componentes estruturais do virião 
 
A família Iridoviridae engloba vírus de grandes dimensões, que medem de 120 a 300nm de diâmetro e 
apresentam simetria icosahédrica (Webby e Kalmarkoff, 1998). 
Os vírus mais pequenos pertencem aos géneros Iridovirus e Ranavirus (com dimensões de 130nm), 
passando por dimensões de 180-200nm que se encontram entre os Chloriridovirus até dimensões de cerca 
de 300nm para o LCDV (Kelly e Robertson,1973). 
A forma icosaédrica foi observada pela 1ª vez em vírus por Smith e Williams em estudos de microscopia  
electrónica da cápside do Tiv (Tipula iridescent virus) (Smith e Williams, 1958). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Diagrama esquemático da forma icosaédrica e da estrutura do virião. 
(http://expasy.org/viralzone/all_by_species/19.html) 
 
O virião é constituído por três estruturas concêntricas: uma cápside proteica externa, uma membrana 
polipéptido-lipídica intermédia e um núcleo central contendo um complexo DNA-proteínas (Goorha e Murti, 
1982). 
A constituição lipídica é de 9%, sendo no FV3 maioritariamente constituída por fosfolípidos (90%). 
Os viriões podem ter invólucro externo, adquirido da membrana externa da célula hospedeira, ou não 
possuir esta estrutura, dependendo se são libertados da célula por gemulação ou por lise. 
 Embora ambos os tipos de viriões sejam infecciosos, a infecciosidade específica do primeiro tipo é mais 
elevada, sugerindo que uma ou mais proteínas do invólucro viral desempenham um papel importante na 
entrada do virião na célula (Willis, 1990). 
As membranas também estabilizam a grande cápside icosaédrica dos iridovírus conferindo estabilidade em 
meio aquoso. Esta característica pode ter um importante significado ecológico, já que muitos iridovírus têm 
sido encontrados em animais que apresentam associações a meios aquáticos (Willis, 1990). 
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Figura 4: Representação da estrutura do virião de iridovírus com invólucro externo e sem invólucro  
(http://expasy.org/viralzone/all_by_species/19.html) 
 
 
Todos os representantes da família expressam a proteína principal da cápside (MCP) de aproximadamente 
50 kDa, cujas propriedades moleculares são utilizadas para caracterização e identificação de espécies 
(Willams et al., 2000; Chinchar et al., 2005). 
 A MCP (major capsid protein) é o polipéptido predominantemente produzido após infecção viral e 
compreende 40% da proteína total do virião. A sua sequência aminoacídica apresenta regiões de homologia 
entre os diferentes iridovírus (Tidona et al., 1998). A sua sequência completa de aminoácidos é conhecida 
por análise e comparação das sequências de várias espécies do género Ranavirus revelando níveis 
elevados de identidade de sequência (isto é, superior a 90%). Esta conservação da sequência tem sido 
utilizada na concepção de primers para amplificação por PCR para os projectos de diagnóstico e 
sequenciação destes vírus (Mao et al., 1997; Chinchar et al., 2005). 
 
1.4   Estrutura genómica 
 
O genoma é constituído por uma única molécula de DNA de cadeia dupla linear (dsDNA) com um tamanho 
variável, de 102-212 kpb dependendo das espécies (Goorha e Murti, 1982; Darai et al., 1983, 1985).    
Apresentam DNA circularmente permutado e com terminações redundantes, resultante da formação de 
concatâmeros durante a replicação e conduzindo a um mapa do genoma que é circular, enquanto a 
molécula real é linear com mais de 20% das suas citosinas metiladas (Willis e Granoff, 1980). 
Os genomas dos Ranavirus e dos Lymphocystivirus têm-se mostrado altamente metilados (Willis e Granoff, 
1980; Darai et al., 1983; Tidona e Darai, 1998). O elo comum entre os iridovírus dos vertebrados e que os 
distingue claramente dos iridovírus dos artrópodes é a presença de metilação do DNA, produzida por uma 
metiltransferase codificada pelo vírus (Granoff, 1989). 
A permutação circular e redundância terminal já referidas são características peculiares do genoma dos 
membros da familia Iridoviridae (Willis, 1990), tipo de organização que se encontra também nos fagos T-
pares, sugerindo uma relação ancestral dos iridovírus com os vírus dos procariotas (Granoff, 1989). 
O genoma do FV3 possui aproximadamente 100 grelhas de leitura aberta (ORFs), das quais 19 codificam 
proteínas para replicação (a vermelho), 5 codificam proteínas com função estrutural (a azul), 51 codificam 
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proteínas com função não conhecida (a preto) e 15 codificam proteínas específicas da espécie FV3 (a 
amarelo), conforme está evidenciado na figura 5 (Tan et al., 2004). 
                                           
Figura 5: Representação dos ORFs do FV3 
(http:fwf.ag.utk.edu/mgray/ranavirus/2011Symposium/Chinchar.pdf) 
 
1.5  Ciclo replicativo 
 
O processo replicativo dos iridovírus tem como principal modelo o FV-3, cujo DNA se multiplica em duas 
fases utilizando tanto o núcleo como o citoplasma da célula hospedeira (Goorha, 1982). 
A entrada do vírus na célula hospedeira pode ocorrer de duas formas dependendo da presença ou ausência 
do invólucro viral; no primeiro caso os vírus entram na célula pelo processo de endocitose, isto é por uma 
ligação a um receptor da membrana plasmática; se os vírus não possuem invólucro entram na célula 
hospedeira por fusão com a membrana plasmática. Após a entrada na célula, a cápside proteica é 
desmontada, libertando o genoma viral que é transportado até ao núcleo onde irá decorrer a primeira etapa 
do processo replicativo. Os primeiros transcritos virais, precoces imediatos (IE, de imediate early) e 
precoces (DE, de delayed early), têm como molde o DNA do virião. Os transcritos iniciais são traduzidos em 
proteínas reguladoras e nas principais enzimas, tais como a polimerase de DNA e a polimerase de RNA 
(RNA Pol) que é homóloga da polimerase de RNA tipo II do hospedeiro. O passo seguinte à sua tradução 
no citoplasma é a entrada da polimerase de DNA viral no núcleo onde ocorre a primeira fase da síntese do 
DNA. O DNA sintetizado é transportado para o citoplasma, onde ocorre a segunda fase de replicação 
resultando na formação de concatâmeros de DNA. De seguida, o DNA viral é metilado por acção de uma 
metiltransferase codificada pelo vírus. Os transcritos virais tardios são transcritos e traduzidos nas proteínas 
estruturais para a formação dos viriões descendentes. 
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 A última fase é a montagem dos recém-sintetizados virões, que saem da célula por gemulação (através da 
qual adquirem um invólucro derivado do hospedeiro) ou por lise, podendo também acumular-se no 
citoplasma em arranjos paracristalinos (Goorha, 1978; Goorha et al., 1982). 
Estes vírus induzem a formação de grandes inclusões citoplasmáticas facilmente detectáveis por 
microscopia óptica em esfregaços de sangue corados com Giemsa (Alves de Matos, 2001). 
A replicação viral induz alterações celulares 
profundas que, no conjunto se designam por 
efeito citopático (CPE). Estas alterações 
começam a manifestar-se cerca de 18-48 horas 
após a infecção, desencadeando a apoptose que 
se caracteriza pelo arredondamento da célula que 
pode também ser acompanhada pela emissão de 
pseudópodes alongados onde se processa a 
gemulação das partículas virais. 
 
Figura 6: Ciclo de replicação do FV3 
(http:fwf.ag.utk.edu/mgray/ranavirus/2011Symposium 
/Chinchar.pdf) 
 
A cromatina condensa-se junto da membrana nuclear, formando-se inclusões citoplasmáticas onde se 
processa a morfogénese das partículas virais. O processo culmina na morte da célula infectada. Em culturas 
celulares e baixas multiplicidades, a infecção propaga-se pelo tapete celular produzindo placas de 
dimensões crescentes, até que todo o tapete é destruído em cerca de 6-8 dias (Granoff et al., 1966). 
 
1.6  Epidemologia                                                                        
 
Nos últimos 20 anos, as doenças produzidas por vírus deste género foram identificadas de forma crescente 
em peixes, anfíbios e répteis, ocasionando enfermidades de importância económica em aquaculturas e 
levando à redução das populações de anfíbios na natureza. Nos últimos anos, os ranavírus têm sido 
considerados agentes patogénicos emergentes (Cunningham et al., 1996; Mao et al., 1996; 1999; Daszak et 
al., 1999; Chinchar e Mao, 2000; Hyatt et al., 2000; Marsh et al., 2002; Williams, 2005; Zhang et al., 2006). 
As doenças produzidas por ranavírus foram colocadas na World Organization for Animal na lista das 
doenças dos animais selvagens exigindo notificação da doença ou prova de não existência da doença antes 
da expedição comercial de anfíbios (OIE, 2011). 
Os iridovírus que infectam animais aquáticos possuem distribuição mundial sendo associados a doenças 
severas em anfíbios Os girinos apresentam a maior susceptibilidade e podem sofrer mortalidade de até 
100% da população (Cunningham et al.,1996; Ahne et al.,1997; Zupanovic et al., 1998; Daszak et al., 1999; 
Chinchar e Mao, 2000; Daszak et al., 2000; Hyatt et al., 2000, 2002; Marsh et al., 2002; Jancovich et al., 
2003; Zhang et al., 2006). 
Em alguns casos verifica-se que vírus que infectam os animais de uma classe taxonómica, por exemplo 
peixes, também infectam animais de outra classe taxonómica, por exemplo anfíbios (Jancovich et al., 2010). 
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Existem também relações entre os ranavírus de anfíbios, répteis e peixes de diferentes regiões geográficas; 
alguns dos vírus encontrados em anfíbios podem ser patogénicos para os peixes. Estes resultados sugerem 
a possibilidade de os anfíbios e répteis, poderem constituir reservatórios de vírus altamente patogénicos 
para os peixes, o que obrigaria a estender a vigilância sanitária àquelas classes de vertebrados (Mao et al., 
1997). 
 A alta morbilidade e mortalidade associadas a alguns dos membros de Ranavirus têm demonstrado o seu 
grande significado ecológico e económico, especificamente em organismos aquáticos (Mao et al., 1997). 
Relativamente à taxa de mortalidade existe um ensaio em laboratório de Cunninghan et al. (2007) em que 
foram experimentalmente inoculadas rãs com ranavírus e morreram com hemorragias sistémicas 6 a 8 dias 
após a inoculação, com uma taxa de mortalidade de 88,1%, enquanto que em estado selvagem a taxa é 
superior a 90% em episódios de mortalidade em massa (Brunner, 2005). 
O período de incubação parece depender do tipo de hospedeiro, mas é relativamente curto, com duração 
de 3 a 10 dias. 
Manifestações clínicas de infecções por ranavírus variam muito entre espécies, podendo apresentar uma 
ausência de sintomas observáveis até à morte e provocar doenças que mostram um marcado envolvimento 
hemorrágico dos órgãos internos tais como fígado, baço, rins e intestinos. A transmissão deste vírus pode 
ser de várias formas: água contaminada, objectos contaminados, ingestão por canibalismo e necrofagia, 
sendo sempre exigido um contacto próximo e indicando ser possível a transmissão intra classes (Brunner, 
2007). 
Na ausência de medidas eficazes (drogas antivirais, vacinas) a melhor estratégia de controlo das 
ranaviroses é a prevenção. Os animais infectados devem ser colocados em quarentena para prevenir a 
transmissão do vírus a animais saudáveis através dos alimentos, fezes e água (Chinchar, 2002). 
 
1.7   Identificação de espécies de vírus  
 
A identificação de uma espécie de Ranavirus depende do conjunto de resultados obtidos por meio de 
sequenciação, análise de fragmentos de restrição (RFLP, restriction fragment length polymorphism), perfil 
de proteínas, espectro de hospedeiros e características estruturais (Hyatt et al., 2000; Williams et al., 2005). 
Utilizando os recursos citados, foram determinadas seis espécies pertencentes ao género Ranavirus: Frog 
virus 3 (FV3), Epizootic haematopoietic necrosis virus (EHNV), Bohle iridovirus (BIV), Ambystoma tigrinum 
virus (ATV), European catfish virus (ECV) e Santee- Cooper ranavirus (SCRV) (Mao et al., 1997; Hyatt et al., 
2000). 
Quando a determinação das espécies é realizada através de técnicas que incluem a construção de 
dendrogramas filogenéticos, os métodos recomendados são aqueles realizados a partir da sequenciação 
total do genoma viral (Herniou et al., 2001) ou pelo menos os que incluem um grupo concatenado de genes 
(Rokas et al., 2003). 
Enquanto muitos ranavírus partilham níveis elevados de semelhança de sequências dentro do gene MCP e 
de outros genes virais, as diferenças na gama de hospedeiros, os perfis de fragmentos de restrição (RFLPs) 
do DNA viral e perfis de proteínas, sugerem que eles representam diferentes espécies virais, ao invés de 
estirpes ou isolados das mesmas espécies virais (Hyatt et al, 2000; Chinchar et al., 2005). 
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As semelhanças são também patentes em estudos de hibridação de DNA, que revelem homologias 
superiores a 80%. Os padrões produzidos por enzimas de restrição e a composição polipeptídica podem 
exibir diferenças significativas entre diversos isolados, que consequentemente não poderão ser 
considerados como vírus idênticos (Hyatt et al., 2000). O gene da polimerase de DNA de muitos destes 
vírus tem sido também usado para avaliar as relações entre eles (Hanson et al., 2006). 
Dezasseis iridovírus foram até à presente data sequenciados, incluindo pelo menos um de cada género 
(Jancovich., Chinchar et al., 2011). Estas sequências estão registadas no GenBank com um número de 
acesso, podendo ser consultadas. Estes dezasseis genomas sequenciados representam iridovírus que são 
isolados de uma variedade de hospedeiros, incluindo peixes, anfíbios, répteis e insectos, como se pode 
verificar na figura 7. 
                             
                                Figura 7: Iridovirus com genomas totalmente sequenciados.  
                                (http:fwf.ag.utk.edu/mgray/ranavirus/2011Symposium/Chinchar.pdf) 
 
1.8  Ranavírus isolados e caracterizados 
 
Mao et al. (1997) demonstraram que os iridovírus isolados da mesma região geográfica são idênticos ou 
similares, mas o mesmo não acontece com aqueles provenientes de áreas diferentes. Estes autores 
obtiveram esses dados após sequenciação do gene da MCP, mas recomendando incluir outras regiões do 
genoma para melhor identificação das relações entre os vírus desta família. 
Num estudo comparativo de trinta iridovírus isolados de peixes e anfíbios originários da Austrália, América 
do Norte, Ásia, Europa e Venezuela, Hyatt et al. (2000) concluíram que existem diferenças filogenéticas 
entre vírus de diferentes regiões geográficas. Os autores estabeleceram que devido ao elevado grau de 
conservação do gene que codifica a MCP, no decorrer do tempo e dentro da mesma espécie, pequenas 
diferenças na sequência são significativas. Porém, estes autores também recomendaram a associação de 
diferentes técnicas para a identificação apropriada dos ranavírus. 
Vírus estreitamente relacionados com o FV3 também foram recuperados a partir de répteis. O Wamena 
iridovirus (WIV) foi isolado na Austrália a partir de serpentes verdes Chondropython viridis doentes enquanto 
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THIV (TV-CH8) foi recuperado de tartarugas Testudo hermanni doentes, na Europa. Ambos (WIV e THIV) 
tinham uma identidade de sequência de nucleótidos superior a 97% com o FV3, nas regiões do gene da 
MCP que foram examinadas (Hyatt et al,. 2002; Marshang et al., 1999). 
 
Marsh et al. (2002) diferenciaram iridovírus da Austrália, Europa e América do Norte pela sequenciação do 
gene MCP e relataram que este gene se encontrava conservado nos vírus da família, mas possuía 
variações que permitiam diferenciar entre espécies próximas. Recomendaram ainda a sequenciação total 
para a obtenção de resultados fiáveis na diferenciação das espécies isoladas e na determinação do grau de 
conservação ao longo do tempo, em diferentes regiões geográficas e nas diversas espécies de hospedeiro. 
Jancovich et al. (2003) realizaram um estudo filogeográfico dos ranavírus que afectam salamandras nos 
Estados Unidos, comparando 514 nucleotídeos da extremidade 5´ do gene da proteína MCP e 
identificaram-nos como pertencentes a um único grupo monofilogenético, diferente do FV3 e de outros 
Ranavírus. 
 Os relatos de infecções por Ranavírus no Continente Europeu estão a tornar-se cada vez mais comuns. 
Em 2008 um evento causou uma alta taxa de mortalidade no Parque Nacional dos "Picos de Europa" no 
norte de Espanha em girinos de sapo parteiro comum (Alytes obsyetricans) e de Mesotrion alpestris 
(Balseiro et al. 2009). As lesões observadas eram semelhantes às descritas para a doença por Ranavírus 
em rãs e outros anfíbios (Cunningham et al., 1996). 
A análise das sequências genómicas da polimerase de DNA e da proteína principal da cápside (MCP) 
evidenciou que os genes do vírus isolado, provisoriamente designado como o vírus do sapo comum parteiro 
(CMTV), tinham uma grande identidade com as sequências do vírus epizootia da necrose hematopoética 
(EHNV), FV3, TFV, ATV e de outros membros do género Ranavirus da família Iridoviridae. Representando o 
primeiro Ranavirus da Península Ibérica com genoma sequenciado, a sequência foi registada no GenBank 
com o número de acesso JQ231222 (Balseiro et al., 2012). 
Em Portugal existe um estudo de Alves de Matos et al. (2011) que incidiu sobre amostras de sangue de 
uma lagartixa de montanha (Lacerta monticola) proveniente Serra da Estrela. Neste estudo verificou-se a 
infecção com um vírus eritrocitico de lagarto (LEV).Tentativas de adaptar o LEV a culturas de células não 
foram bem sucedidas. No entanto, durante as tentativas de isolamento, um segundo vírus, 
morfologicamente semelhante aos Ranavirus conhecidos, foi recuperado. O Ranavírus foi detectado por 
PCR a partir de DNA de amostras de sangue dos lagartos infectadas com LEV, bem como do vírus isolado 
em culturas celulares, utilizando primers para uma região conservada do gene da proteína da cápside 
(MCP) dos Ranavírus.  
Os produtos de PCR foram analisados em géis de agarose 
e uma banda de cerca de 500 pb foi excisada do gel e 
sequenciada apresentando uma identidade de 100% com 
a sequência do FV3 do GenBank, este vírus é designado 
neste estudo como LMo. 
 
Figura 8: Lagartixa de montanha (Lacerta monticola) da Serra da 
Estrela. (http://www simbiótica.org/repteis.htm) 
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Em lagartos, existia apenas um estudo de infecção com Ranavirus num gecko, na Alemanha (Marschang et 
al., 2005). 
Verificaram-se também em Portugal, numa lagoa do Parque Nacional da Peneda-Gerês, episódios de 
mortalidade elevada em tritões (anfíbios) (Alves de Matos et al., 2008). Obteve-se igualmente por PCR a 
identificação de Ranavírus em isolados obtidos a partir de duas espécies diferentes de tritões (Triturus 
marmuratus e Triturus boscai); analisou-se por SDS-PAGE o padrão de proteínas sintetizadas em células 
infectadas, após marcação com metionina radioactiva, obtendo-se resultados que indiciavam diferenças nas 
proteínas das células infectadas com os diferentes Ranavírus, sendo necessário mais investigação com 
esses isolados a fim de avaliar as suas afinidades e os relacionar com outros Ranavirus (MF Caeiro, 
comunicação pessoal). 
 
                                 
Figura 9: Triturus marmuratus (tritão – marmoreado) e Triturus boscai (tritão de ventre laranja) 
(http://www.Lab aem.org/images_site/tritão.png) 
 
 
Diante do exposto foi considerada a importância do estudo e caracterização destes vírus, com o objectivo 
de também caracterizar melhor esses surtos infecciosos e poder contribuir para o objectivo de diminuir a 
incidência de doenças provocadas pelos Ranavirus, minimizando assim problemas ecológicos que poderão 
ser provocados por surtos de doença, e problemas económicos especialmente quando estes surtos atingem 
espécies de valor comercial como as espécies de aquacultura. 
Para proceder à caracterização destes isolados recorreu-se à sua multiplicação e produção e ao estudo dos 
seus ciclos replicativos em culturas celulares e à técnica de PCR para amplificar regiões conservadas dos 
genomas destes virus para posteriormente sequenciar os produtos de PCR e analisar as sequências 
obtidas. Procedeu.se também à análise de restrição do DNA viral bem como à análise do padrão de 
metilação do mesmo (por digestão enzimática com esquizómeros que digerem de forma diferencial o DNA, 
consoante o seu padrão de metilação). Foi ainda feita uma avaliação global dos genomas e do seu grau de 
homologia, utilizando também o genoma do FV3 e recorrendo a técnicas de hibridação Southern do DNA 
viral dos isolados em estudo com sondas de DNA do FV3. 
Para caracterizar o padrão de proteínas virais, analisaram-se e caracterizaram-se os polipéptidos extraídos 
das partículas virais, em géis de poliacrilamida-SDS. 
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II. OBJECTIVOS 
 
 
 
Com este estudo pretende-se: 
 
 Proceder à caracterização geral dos genomas de iridovírus isolados de duas espécies de tritões 
(Triturus marmuratus e Triturus boscai) do Parque Natural da Peneda-Gerês, por comparação com 
um outro vírus isolado de um réptil (Lacerta monticula) da Serra da Estrela e com o vírus tipo da 
família Iridoviridae, o FV3. 
 
  Avaliar relações entre iridovirus de áreas geográficas isoladas e distintas e de hospedeiros 
pertencentes a grupos taxonómicos diferentes, dado que estes isolados de tritões (anfíbios) e de 
lagarto (réptil) são provenientes de duas áreas geográficas distintas e isoladas.  
 
 Avaliar relações entre iridovírus de uma mesma área geográfica isolada, a que correspondem os 
isolados de tritões (anfíbios). 
 
 Estudar e comparar os ciclos replicativos destes isolados. 
 
 Caracterizar o padrão de proteínas das partículas virais. 
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III. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 1.Culturas celulares 
 
A cultura de células é uma técnica que permite o crescimento e a propagação de diferentes tipos de células 
de organismos sobre determinadas condições controladas (Butler e Dawson, 1992). 
 
 1.1 Linha celular 
Ao longo deste trabalho utilizaram-se células Vero; trata-se de uma linha contínua fibroblástica de rim de 
Cercopithecus aethiops (macaco Verde africano) proveniente da American Type Cell Culture Collection 
(ATCC-CCL81). 
Estas células são consideradas modelo para estudos de replicação viral, possuem um padrão de 
crescimento caracterizado por uma morfologia alongada e crescimento em monocamada sobre uma 
superfície de plástico ou vidro. 
 
 1.2 Manutenção e propagação da linha celular 
As células Vero foram cultivadas a 37ºC em meio DMEM (Dulbecco modified Eagle medium) (Gibco), 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco) e 0,1% de antibiótico - gentamicina a 50 µg/mL. 
O pH fisiológico do meio foi mantido numa atmosfera com CO2 a 5% (estufa de CO2 com atmosfera húmida) 
(Heareus). 
Desenvolveu-se a adaptação e manutenção das células em meio independente de CO2 (CO2 Independent 
Medium, Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), sendo os procedimentos de cultura 
iguais aos tidos com o outro meio com a vantagem de se poder utilizar uma estufa a 37ºC, com atmosfera 
húmida apenas no caso de culturas ventiladas. O meio independente de CO2 deriva da capacidade de 
tamponamento principalmente a partir de β-glicerofosfato, exibindo um pH estável de 7,3-7,4.  
As células crescem em monocamada, aderentes à superfície do frasco / placa de cultura. Quando a área 
disponível dos frascos mencionados fica ocupada por uma monocamada de aproximadamente 2,5×10
5 
células/cm
2
, diz-se que as células atingiram a confluência. Nesta fase é necessário proceder à sub-cultura 
(passagem) das células. 
Para a sub-cultura celular o meio é removido do frasco de cultura. No caso de frasco T25, a monocamada 
de células é lavada por duas vezes com 2,5ml de PBS (Phosphate Buffer Saline, Gibco). Posteriormente 
adiciona-se 0,5mL de tripsina (Gibco) que sendo uma enzima com uma actividade óptima a 37ºC, cliva as 
ligações proteicas entre a matriz polimérica do frasco de cultura e o tapete celular. De seguida, procede-se 
à incubação a 37ºC até que as células se descolem do frasco (2 a 3 minutos). Finalmente, adiciona-se 2mL 
de meio com FBS a 10% para ressuspender as células. Conforme o tipo de frasco ou placa que se vai 
utilizar é necessário calcular o inóculo para a sub-cultura como está evidenciado na tabela 1. 
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Frasco/Placa a preparar  Área (cm
2
)  Nº de células na 
confluência  
Inóculo para 
utilizar ao 3º dia  
T25 = T24  24  6x10
6
 1,2x10
6 
P  
T75 = T83  83  2x10
7
 4x10
6 
P  
T180 = T175  175  4,5x10
7
 9x10
6 
P, 4,5x10
6 
I  
placa de 24 poços  45  107  10
6 
I  
P35 = P40  8,8  2,2x10
6
 2,2x10
5 
I  
P60 = P58  20,8  5,2x10
6
 5,2x10
5 
I  
P100 = P92  56,7  1,4x10
7
 1,4x10
6 
I  
 
Utilização pretendida ao 3º dia:  
P -  Passagem – 5 x10
4
 células/cm2  
 
I -  Infecção - 2,5 x10
4
 células/cm2  
 
Tabela 1: Inóculos para sub-cultura de células Vero (Caeiro, F. (1998). “Virologia – Trabalhos Práticos”. Ed. Associação 
dos Estudantes da Faculdade de Ciências de Lisboa). 
 
Após a distribuição dos inóculos nos frascos adiciona-se meio com FBS a 10% e de seguida vão a incubar a 
37
o
C; se o meio for DMEM, na estufa de CO2, deixando o frasco mal rolhado para permitir as trocas 
gasosas. 
De salientar que todos os reagentes usados na manutenção das células foram previamente aquecidos a 
37ºC de modo a evitar o stress celular provocado pela diferença de temperatura, uma vez que os reagentes 
são conservados a 4ºC. 
Diariamente observaram-se todos os frascos de cultura ao microscópio óptico invertido com contraste fase 
(Zeiss IM) para avaliar a morfologia celular, confluência e eventual existência de células mortas, com o 
objectivo de se proceder novamente a sub-culturas apesar de se conhecer a taxa de crescimento das 
células Vero que é de cerca de 24 horas (aumentam 1,25 vezes no primeiro dia e 2,5 vezes no segundo dia, 
passando a duplicar nos dias seguintes) (Mahy et al., 1996).                                                                                
 
 1.3 Crio-preservação de células  
A crio-preservação de células é essencial para a manutenção de stocks celulares. O princípio básico de 
uma crio-preservação bem sucedida é uma congelação lenta e uma descongelação rápida. No que respeita 
à congelação celular esta foi efectuada quando os frascos de cultura estavam com cerca de 90% de 
confluência. O procedimento é igual ao da obtenção de sub-culturas excepto que as células tripsinisadas 
são ressuspendidas em 2 mL de meio DMEM-10, centrifugam-se a 1000 g durante 2 minutos e decanta-se 
o sobrenadante. O sedimento é ressuspendido em 1mL de meio de congelação. Este é constituído por 10% 
de DMSO (Dimetilsulfóxido) e 90% de FBS. As células ressuspendidas são imediatamente colocadas em 
criotubos e estes num contentor “Mr.Freeze” (Nalgene), que permite o decréscimo lento e controlado da 
temperatura (cerca de 1ºC por minuto quando colocado -80ºC). 
Relativamente à descongelação das células, os criotubos são retirados da arca a -80ºC e colocados 
imediatamente a descongelar num banho a 37ºC. De seguida, centrifugam-se durante 2 minutos a 2000 g e 
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decanta-se o sobrenadante. O sedimento é ressuspendido em 1 mL de meio DMEM com 20 % de FBS e 
subcultivam-se as células. 
 1.4 Manutenção da esterilidade 
O uso de técnicas estéreis em cultura de células é hoje essencial para inúmeras linhas de investigação e 
depende largamente de condições de trabalho em esterilidade. De modo a evitar contaminações, trabalhou-
se em condições de assepsia usando uma câmara de fluxo laminar classe II A (Biohazard) localizada em 
ambiente restrito. A área de trabalho e as mãos do operador foram regularmente desinfectadas antes e 
depois de qualquer operação com álcool a 70%. Alguns materiais foram adquiridos já esterilizados e, 
relativamente a outros procedeu-se em laboratório à sua esterilização por vapor utilizando uma autoclave a 
120ºC (1 atmosfera). 
No início e fim do trabalho a superfície da bancada da câmara foi irradiada durante 15 minutos com luz 
ultravioleta. 
O uso de antibióticos no meio é, a par da esterilidade, outro factor relevante, pois inibe o crescimento de 
microorganismos prejudiciais às células, uma vez que estas não possuem um sistema imunitário defensivo. 
 
2. Vírus 
Os vírus só se replicam em células vivas, deste modo o seu isolamento e propagação apenas é possível 
quando se utiliza um hospedeiro vivo ou culturas celulares. 
 
 2.1 Origem dos isolados 
Os isolados virais utilizados neste estudo estão distribuídos em amostras mantidas a -80ºC, e já tinham sido 
anteriormente alvo de estudo, como mencionado. Os isolados, cuja origem foram porções de pele e tecidos 
subjacentes de 3 exemplares de uma espécie de tritão (Triturus marmuratus) possuem os códigos Ma3A, 
Ma3B e Ma3P; os animais foram recolhidos na lagoa de Carris do Parque Nacional da Peneda-Gerês em 
Julho de 2005. Outro isolado cuja origem é outra espécie de tritão (Triturus boscai), foi recolhido na mesma 
lagoa e possui o código BoA. 
O vírus isolado de um réptil (Lacerta monticula) da Serra da Estrela possui o código LMo. Foi usado como 
vírus de referência, uma estirpe de FV3 (o primeiro Ranavirus isolado, a partir de uma rã) que foi 
gentilmente cedido pela Professora Rachel Marschang, Institut für Umwelt und Tierhygiene, Hohenheim 
University, Stuttgart, Germany 
 
 2.2 Produção de vírus e preparação de” stocks” virais 
Para a produção de vírus utilizaram-se frascos T75 sub-confluentes com  DMEM ou com meio independente 
CO2. Rejeitou-se o meio de cultura e infectaram-se as células com 1mL de suspensão viral com um título 
inferior a 10
6
 pfu/mL. O frasco foi incubado, se necessário em estufa de CO2 a 30°C durante 30 minutos 
(adsorção viral), de seguida adicionou-se 10 mL de meio suplementado com FBS 2 % e voltou-se a incubar 
na mesma estufa. Diariamente observou-se as culturas ao microscópico para verificar se havia progressão 
na infecção e se o efeito citópatico (ECP) já era existente. Um ECP total corresponde à totalidade das 
células com forma esférica, quer ainda estejam aderentes ou já se encontrem em suspensão, tendo sido 
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observado cerca de 6 dia após infecção (p.i). Nessa altura, retiravam-se os frascos da estufa e procedeu-se 
à colheita do vírus; a cultura celular é sujeita a dois ciclos de congelação / descongelação (-80°C / 37°C), de 
seguida clarificou-se a suspensão viral por centrifugação a 3 000 g durante 5 minutos, com o objectivo de 
eliminar os detritos celulares que ficam no sedimento obtendo-se assim os vírus totais no sobrenadante. 
             . 
 2.3 Vírus extracelular e vírus concentrado 
Para obtenção de vírus extracelular procedeu-se à colheira dos sobrenadantes das culturas quando se 
observou o efeito citopático total, raspando também as células com um raspador, para um tubo Falcon; de 
seguida clarificou-se a suspensão viral por centrifugação a 3 000 g durante 5 minutos, o sobrenadante 
(vírus extracelular) pode ser concentrado por centrifugação a 20 000 g num rotor angular JA-20 de uma 
centrífuga Beckman, a 4ºC durante 4 horas. Após a centrifugação o sedimento obtido é ressuspendido em 
PBS e congelado a -80ºC em alíquotas para manutenção do stock viral. 
 
 2.4 Vírus intracelular 
Para se obter vírus intracelular, utiliza-se o sedimento obtido aquando da obtenção de vírus extracelular. 
Ressuspendeu-se o sedimento em PBS e procedeu-se a ciclos de congelação / descongelação de modo a 
promover a lise celular e consequente libertação de partículas virais para o PBS. Clarificou-se por 
centrifugação (3 000 g durante 5 minutos) sendo recolhido o sobrenadante (com vírus intracelular) que é 
armazenado a -80ºC, em alíquotas, para posterior utilização. 
 
 2.5 Titulação dos vírus produzidos 
A determinação do número de partículas infecciosas (titulação) é baseada na capacidade dos vírus 
infectarem uma linha celular permissiva, evidenciado pelo efeito citopático. A titulação foi feita para todas as 
suspensões virais obtidas: vírus total, vírus extracelular e vírus intracelular, nos 2 tipos de meio utilizados 
para a sua produção. Procedeu-se a diluições sucessivas de 10
-1
 até 10
-7
 da suspensão viral em meio com 
FBS2. O meio de cultura de uma P48 com poços com culturas celulares sub-confluentes foi rejeitado e 
inoculou-se cada poço com 100µL de suspensão viral. Fizeram-se réplicas de cada diluição, inoculando-se 
somente as diluições de 10
-3
 até 10
-7,
 deixando uns poços livres, em que só foi colocado meio (testemunhos 
de células não infectadas). Incubou-se a 30ºC durante 30 minutos (período de adsorção viral). As células 
foram em seguida cobertas com 400 µL de meio com FBS2 contendo 2% de Sephadex G50. Este composto 
(esferas de agarose com 50µm de diâmetro) assegura que os novos viriões produzidos nas células 
infectadas apenas consigam infectar as células vizinhas. A P48 foi incubada 30ºC durante 6 dias, tendo o 
cuidado de manter a placa completamente imobilizada até ao final desta incubação. Após esse tempo as 
células foram fixadas com uma solução de formaldeído a 10% (0,5 mL ou ~10 gotas por poço). A placa 
esteve em agitação durante 30 minutos e posteriormente, foi lavada com água corrente; as células foram 
então coradas com violeta cristal a 0,2 % (~4 gotas por poço). 
Passados 30 minutos, a placa foi lavada novamente com água corrente. As placas virais foram contadas no 
tapete celular corado, e o título do vírus foi determinado, considerando o número de placas de lise formadas 
por mL de suspensão viral (pfu/mL) segundo a fórmula seguinte: 
   
[Escreva uma citação do documento ou o resumo de 
um ponto interessante. Pode posicionar a c ixa de 
texto em qualquer ponto do documento. Utilize o 
separador Ferramentas da Caixa de Texto para 
alterar a formatação da caixa de texto do excerto.] 
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Figura 10: Placa de titulação 
 
3. Extracção de DNA 
 
A extração de DNA viral foi realizada a partir de um método de extracção / purificação em coluna. Esta 
técnica baseia-se essencialmente no estabelecimento de ligações entre as moléculas de DNA e as 
moléculas de sílica presentes na coluna. Deste modo, à medida que a suspensão circula pela coluna, as 
moléculas de DNA ficam retidas, enquanto que os restantes constituintes se mantêm em suspensão e são 
excluídos. Para a extracção do DNA viral utilizou-se o vírus extracelular concentrado usando o QIAamp 
MiniElute virus Spin Kit (QIAGEN). 
O protocolo foi efectuado de acordo com as instruções do fabricante: 
http://www.qiagen.com/products/cellviralpurificationsystems.aspx 
  
 3.1 Visualização de DNA por electroforese em gel de agarose  
Para averiguar o sucesso das extracções de DNA viral todas as amostras foram submetidos a uma 
electroforese em gel de agarose. A técnica seguida foi a descrita por Sambrook (Sambrook et al., 1989). 
Foram preparados géis de agarose (UltraPure, Invitrogen) a 0,6% em tampão TBE 1x com brometo de 
etídio (Sigma-Aldrich) (2,5µl de brometo de etídio a 10 mg/mL por ~50 mL de gel). Adicionou-se a cada uma 
das amostras de DNA, tampão de arrastamento 6X (azul de bromofenol a 0,5% (p/v), sacarose a 40% (p/v), 
EDTA 0,1M (pH 8.0), SDS a 0.5% (p/v)) e foram então aplicados no gel e sujeitas a uma corrente eléctrica 
de 70 mA, em TBE 1x como electrólito, durante uma hora. Utilizou-se como marcador de massa molecular o 
1Kb plus DNA ladder (Invitrogen).  
Após a migração electroforética, os géis foram fotografados com uma câmara DC120 Zoom Digital (Kodak 
Digital Science), e as imagens obtidas posteriormente analisadas com recurso ao software 1D v. 2.0.3 
(Kodak Digital Science). 
 
 
 
 
 
 Mafalda Dinis 17 
 
4. Técnica RFLP (análise de fragmentos de restrição) do DNA viral 
 
A técnica RFLP baseia-se na utilização de enzimas que digerem o DNA em determinados locais, ao 
reconhecerem uma determinada sequência de nucleótidos, dando origem a fragmentos de DNA cujo 
tamanho depende da distribuição desses locais de restrição. 
Neste trabalho foram usadas as seguintes enzimas: BamHI, HindIII, MspI, HapII. 
A enzima BamHI é derivada da espécie Bacillus amyloliquefaciens a sua sequência de reconhecimento é 
G’GATCC. A HindIII é isolada a partir de Haemophilus influenzae a sua sequência de reconhecimento é 
A'AGCTT. Para a análise do padrão de metilação do DNA, utilizou-se a MspI e HapII que são 
isoesquizómeros reconhecendo a mesma sequência: C’CGG. A HapII é derivada da espécie Haemophilus 
parainfluenzae e não faz o reconhecimento se esta sequência estiver metilada. A MspI tem origem em 
Moraxella species e reconhece e digere sequências metiladas. As enzimas de restrição são da marca 
Takara e foram utilizadas de acordo com as recomendações do fabricante, num volume total de 20μl.  
Após o processo de digestão enzimática, foi efectuada uma electroforese em gel de agarose a 0.8% em 
TBE 1×, para posterior observação dos perfis de restrição obtidos com as diferentes enzimas. As condições 
da corrida electroforética foram idênticas às anteriormente mencionadas e a corrida foi parada após a frente 
do corante azul de bromofenol estar a 2 cm do final do gel. Utilizou--se o marcador de massa molecular já 
mencionado. 
 
5. Transferência Southern 
 
 
Após a electroforese, o gel de agarose contendo os fragmentos de restrição enzimática dos DNAs virais 
utilizados, foi colocado numa solução desnaturante com pH alcalino (NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M), de modo a 
que as moléculas de DNA em hélice dupla, presentes no gel, se separassem em moléculas de DNA de 
cadeia simples. De seguida, a solução desnaturante foi substituída por uma solução neutralizante (Tris-HCl 
1M pH 7,5; NaCl 1,5M; EDTA 1 mM). Encontrando-se já o DNA em cadeia simples, iniciou-se então à 
transferência dos fragmentos de DNA para uma membrana de Nylon (Hybond N, Amersham). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Sistema de transferência de DNA. Adaptado de: http:/wwwbioohem Arizona.edu /classes.AMG1  
 
Papel de filtro 3MM 
Tampão 
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Cortou-se uma membrana de nylon (Hybond) da medida do gel. De seguida, cortou-se uma folha de papel 
de filtro 3MM (com a dimensão do gel ou um pouco maior), colocando-se sobre o gel, centrada e sem deixar 
bolhas entre o papel e o gel. Inverteu-se o conjunto sobre uma placa de vidro com uma folha de papel de 
filtro com as bordas mergulhadas num tabuleiro com uma solução de SSC 10x (NaCl 1,5 M; citrato de sódio 
0,15 M pH 7). Cobriu-se com parafilme a zona do papel não coberta pelo gel. De seguida, cobriu-se o gel 
com a membrana de nylon previamente humedecida em SSC 2x e colocou-se outra folha de papel 3MM por 
cima. Sobre o conjunto colocou-se 5 cm de toalhas de papel e um peso de 1 kg, deixou-se a transferir 
durante 12-24h. Após a transferência, a membrana foi sujeita a uma temperatura de 80°C durante 2 horas, 
para que o DNA fosse fixado à membrana.  
 
6. Hibridação  
 
Para a hibridação do DNA transferido, com uma sonda específica, e posterior observação dos resultados 
(por detecção imunológica), foi utilizado o kit de marcação, hibridação e detecção “DIG High Prime DNA 
Labeling and Detection Starter Kit I (Roche): 
https://www.roche-applied-science.com/PROD_INF/index.jsp?id=iforu&iforu_page=search&  
catalogNumber=11745832910 
 
 6.1 Marcação da sonda 
A técnica de marcação utilizada pelo DIG System baseia-se na incorporação de nucleótidos marcados com 
digoxigenina em DNA sintetizado de novo, com primers ao acaso, tendo como molde uma molécula 
específica de DNA desnaturado. 
Neste trabalho, a sonda marcada foi um fragmento de DNA (produto de PCR) correspondente a uma região 
do gene da proteína principal da cápside – o gene MCP, do FV3.  
Foi também usada uma segunda sonda (marcador de massa molecular 1Kb plus DNA ladder) para 
hibridação com os marcadores de massa molecular utilizados na electroforese, tendo sido estes também os 
controlos de todo o processo (transferência, hibridação e detecção). 
Para as marcações das sondas, desnaturou-se 1μg de DNA num volume total de 16μl, num banho seco a 
100ºC durante 10 minutos e colocou-se em seguida rapidamente em gelo. Adicionou-se 4μl de Dig-High 
Prime, centrifugou-se durante 5 segundos e incubou-se a 37ºC durante 24 horas. Para terminar a reacção 
de marcação, adicionou-se 2μl de EDTA 200 mM (pH 8,0). 
 
 6.2 Pré-hibridação e Hibridação 
O processo de pré-hibridação tem como objectivo bloquear locais de ligação inespecíficos na membrana. A 
membrana foi enrolada e envolvida numa membrana mesh num tubo de hibridação e pré-hibridada durante 
30 minutos a 42ºC, com a solução de pré-hibridação (SSC 5x; solução bloquedora a 1%; Sarcosil a 0,1%; 
SDS a 0,02%), numa estufa de hibridação (Hybaid). Desnaturou-se as sondas previamente preparadas 
durante 5 minutos a 100
o
C e rapidamente arrefecendo em gelo.  
A hibridação realizou-se com a solução anteriormente referida, à qual se incorporou 15μL da sonda 
marcada com o marcador de massa molecular e se deixou a incubar a 42°C durante 1 hora. De seguida, 
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fez-se a hibridação com a sonda de DNA viral, durante toda a noite à temperatura de hibridação (42ºC). 
Após a hibridação a membrana foi lavada 2 vezes durante 5 minutos com Solução I (SSC 2x; SDS a 0,1%) 
a 42°C sob constante agitação e 2 vezes durante 15 minutos com a Solução II (SSC 0,5x; SDS a 0,1%) a 
68°C. Por fim, passar a membrana por água ultra pura 2 vezes até não haver espuma e colocar a 
membrana numa caixa de plástico para se proceder à detecção da hibridação. 
 
 6.3 Detecção imunológica 
A imunodetecção das sondas hibridadas baseou-se na utilização do anticorpo específico anti-digoxigenina 
conjugado com fosfatase alcalina (anti-DIG-AP). A acção da enzima fosfatase alcalina (desfosforilação) 
sobre os substratos colorimétricos revela a presença de híbridos DNA-DNA. Para a detecção imunológica a 
membrana foi lavada durante 5 minutos em tampão de lavagem (ácido maleico 0,1 M; NaCl 0,15 M pH 7,5; 
Tween 20 a 0,3 %) e de seguida incubou-se durante 30 minutos em solução bloqueadora (agente 
bloqueador a 1% em Tampão ácido maleico). Diluiu-se o conjugado anti-digoxigenina-fosfatase alcalina em 
solução bloqueadora (1:5000). Removeu-se a solução bloqueadora e incubou-se a membrana com a 
solução contendo o anticorpo, durante 30 minutos. Após esta incubação lavou-se a membrana duas vezes 
durante 15 minutos com tampão de lavagem. As incubações ocorrem à temperatura ambiente com agitação 
constante. Equilibrou-se a membrana em tampão de detecção (Tris-HCl 0,1 M pH 9,5; NaCl 0,1M; MgCl2 50 
mM) durante 5 minutos. Entretanto preparou-se a solução corante (diluindo 40µl de solução concentrada de 
NBT/BCIP em 2ml de tampão de detecção). Por último, incubou-se até durante 16 horas no escuro sem 
agitação na solução corante. A membrana pode ser exposta à luz, por curtos períodos de tempo, apenas 
para controlar o desenvolvimento de cor. Quando se observou um desenvolvimento do sinal satisfatório, 
lavou-se a membrana com água ultrapura estéril de modo a parar a reacção. 
 
7. Amplificação por PCR (Polymerase Chain Reaction) de regiões dos genes MCP e 
polimerase de DNA 
 
 
Para a amplificação de regiões do gene MCP (Major Capsid Protein) e do gene Pol (polimerase de DNA) 
dos Ranavírus em estudo, recorreu-se à reacção em cadeia da polimerase (PCR) com os primers que foram 
descritos respectivamente por Mao et al., 1997 e por  Hanson et al., 2006  e encomendados à firma  
StabVida. Encontram-se especificados na tabela 2: 
 
Primers Sequência (5’ - 3’) 
Dimensão do 
fragmento esperado 
    Pol            Forward  HV 
                     Reverse  Cons Lower 
CGGAATTCTAGAYTTYGCNWSNYTNTAYCC 
CGGAATTCTAGAYTTYGCNWSNYTNTAYCC 
700 pb 
  MCP           Forward  RANA OL T1 
                     Reverse  RANA OL T2R 
GACTTGGCCACTTATGAC 
GTCTCTGGAGAAGAAT 
500 pb 
 
Tabela 2: Primers utilizados nas reacções de PCR 
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Para a técnica de PCR utilizou-se um termociclador Biometra T personal e o sistema comercial Phire® Hot 
Start DNA Polymerase (Finnzmes/Thermo Scientific). 
A mistura de reacção, bem como as condições de amplificação, foram realizadas segundo as instruções do 
fabricante (anexo A): 
http://www.finnzymes.fi/pdf/f540sl_phusion_hotstart_highfidelity_dna_polymerase_datashe47et_1_9_low.pdf 
 
O processo de PCR inicia-se por um período inicial de desnaturação a 98ºC durante 3 minutos. A 
amplificação ocorre através de 35 ciclos (98°C durante 20 seg, 50°C durante 20 seg e 72°C durante 1 
minuto), sendo terminada com um elongamento final a 72ºC durante 2 minutos. Uma amostra da mistura de 
reacção (5 μl) foi visualizada em gel de agarose a 1% para confirmar a eficiência da amplificação e a 
presença de uma banda de ~500 pb (fragmento MCP) e de uma banda de ~700 pb (fragmento POL). 
 
8. Purificação e sequenciação dos produtos de PCR 
 
Para a purificação dos produtos de PCR utilizou-se o kit PurelLink Quick Gel Extraction and PCR Purification 
Combo (Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante: http://www.invitrogen.com/msds 
Os produtos purificados foram enviados para sequenciação à empresa StabVida:  
http://www.stabvida.net/frontpage/por/index.php 
Os resultados da sequenciação foram analisados através do software BioEdit Sequence Alignment Editor 
versão 7.0.5.3 e as sequências obtidas comparadas com sequências depositadas no GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) recorrendo à ferramenta “Nucleotide blast”:  
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=
BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome 
 
9. Cinéticas dos ciclos replicativos dos isolados virais 
 
Para se efectuar a cinética do ciclo replicativo de cada um dos isolados virais em estudo, fez-se uma 
infecção sincronizada com suspensões virais cujos títulos permitam obter multiplicidades de infecção (m.o.i) 
superiores a 10. O meio utilizado foi o meio independente de CO2-FBS2. 
Infectou-se culturas sub confluentes de células Vero em poços de P48, com 2,5 ×10
6 
pfu em 500µL de meio 
em cada poço e em duplicado para todos vírus; igualmente houve poços não infectados para controlo. 
Após a infecção, procedeu-se à adsorção viral durante 90 minutos a 4°C, de seguida aspirou-se o inóculo e 
lavaram-se os poços 2 vezes com meio. Por fim, adicionou-se a cada poço 500µL de meio e incubou-se a 
30°C por diferentes períodos de tempo. 
As colheitas de vírus e células foram efectuadas em diferentes tempos pós infecção (2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 
12h, 14h, 16h, 18h, 24h e 48h) segundo os procedimentos a seguir indicados e representados no Esquema 
1. 
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Raspar as células para o meio de cultura    
↓ 
Centrifugar 
 ↙             ↘  
        Sedimento        Sobrenadante 
      Adicionar PBS 
                                  Clarificar por centrifugação 
 
       Vírus intracelular                Vírus extracelular                                
                                                                             
● Titulação                            ●  Titulação 
                       ● Aplicação de DNA  por SLOT-BLOT        ●   Aplicação de DNA  por SLOT-BLOT 
                                                                                                       ●   Visualização de proteínas virais 
● Visualização de proteínas 
        das células infectadas  
 
Esquema 1: Representação esquemática dos procedimentos e destino das colheitas efectuadas nas Cinéticas de 
replicação viral. 
 
- Raspar as células para o meio de cultura. Centrifugar 1 minuto a 5 000 g  
- Recolher o sobrenadante (vírus extracelular)  
- Ressuspender o sedimento em 500µL de PBS-A e sujeitá-lo a dois ciclos de congelação / descongelação 
(-80°C / 37°C), clarificar a suspensão viral por centrifugação a 3 000 g durante 5 minutos, obtendo no 
sobrenadante o vírus intracelular. 
 
Retira-se 100µL das amostras de vírus extracelular para titular e o restante, conservar a -80°C. Aguardar os 
resultados da titulação, de modo a reunir as amostras com partículas virais (título superior a 10
6 
pfu/mL) 
para aplicar no SLOT-BLOT e para visualização de proteínas virais. 
 
 9.1 Análise dos perfis de proteínas das partículas virais  
 
SDS-PAGE é a abreviatura de dodecil-sulfato de sódio (SDS) e electroforese em gel de poliacrilamida 
(PAGE). Esta técnica foi descrita  por Laemmli em 1970, quando a utilizou com a finalidade de determinar a 
mobilidade das proteínas em gel submetido à corrente eléctrica.   
O SDS-PAGE consiste num tipo de eletroforese desnaturante em que as amostras são desnaturadas pelo 
calor na presença de um agente  desnaturante (por exemplo, beta-mercaptoetanol) que destroe as pontes 
dissulfeto, e SDS para desnaturar a proteína actuando ainda na separação das cadeias polipeptídicas 
isoladas. O SDS confere ainda carga negativa às proteínas, facilitando a separação por massa molecular, 
estando a mobilidade  relacionada diretamente com tamanho da proteína.  
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A electroforese foi realizada de acordo com o protocolo NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini Gels usando o 
equipamento Xcell SureLock™, um sistema desenvolvido pela Invitrogen que embora se baseie no sistema 
Laemmli, difere dele por exemplo no pH do tampão da matriz do gel e do eletrólito. 
As amostras para análise das proteínas das partículas virais foram seleccionadas depois dos resultados da 
titulação terem sido analisados, sendo o critério de escolha um tempo (hora) pós infecção em que houvesse 
um título elevado de vírus extracelular. 
As amostras foram centrifugadas durante 4 horas a 20 000 g, ressuspendeu-se os sedimentos em 100µL de 
tampão de amostra (NuPAGE® LDS Sample Buffer ph 8,4 Invitrogen) 1x.  
As amostras foram depois desnaturadas durante 10 minutos a 70ºC, permanecendo no gelo até à aplicação 
no gel. Aplicaram-se as amostras num gel NUPAGE (Invitrogen), decorrendo a electroforese durante 60 
minutos a 200 Volts, em condições desnaturantes (com SDS no electrólito). Também se aplicou o marcador 
de massa molecular Novex Sharp Protein Standard (Invitrogen). 
De seguida, corou-se o gel durante toda a noite em azul de Coomassie R250 (Sigma) a 0,1 % em metanol 
(40%) e ácido acético (10%). No dia seguinte, descorou-se várias vezes com uma solução de metanol a 
40% e ácido acético a 10%.  
 
 9.2 Visualização de proteínas das células infectadas 
 
Escolheu-se as amostras com um título elevado de vírus intracelular, neste caso o tempo de infecção 16 
horas p.i. Colheu-se as amostras por raspagem das células de poços de uma P12, com células infectadas 
com os diferentes isolados e células que não foram infectadas para servir de testemunho. Centrifuga-se 4 
minutos 4 000 g, rejeita-se o sobrenadante, ressuspendendo o sedimento em 100µL de tampão de amostra 
(NuPAGE® LDS Sample Buffer ph 8,4 Invitrogen) 1x. O procedimento é igual ao referido para análise de 
perfis de proteínas virais por SDS-PAGE. 
 9.3 Aplicação de DNA por SIot-Blot. 
A técnica de Slot blot de DNA consiste na imobilização de DNA numa membrana de nylon, por aplicação 
directa de um pequeno volume de amostra. As amostras foram seleccionadas depois dos resultados da 
titulação, sendo o critério de escolha a hora p.i onde o título do vírus intracelular teve um acréscimo, e o 
tempo imediatamente anterior; aplicaram-se também as amostras de vírus intracelular das 12h p.i e 24h p.i 
e as amostras de vírus extracelular das 24h p.i e 48h p.i. As amostras diluem-se em 6x SSC 20X (NaCl 3M; 
Citrato de sódio 0,3 M pH 7,0) de modo a aplicar 200µL; desnaturou-se durante 10 minutos a 100°C e 
colocou-se imediatamente em gelo fundente. Cortou-se uma membrana de nylon do tamanho apropriado e 
papel 3MM, montou-se o sistema de aplicação das amostras equilibrando com SSC 20X o filtro colocado no 
interior do sistema. Antes de aplicar as amostras, aplicou-se 500µL de SSC 20X e ligou-se o vácuo. Após a 
sucção aplicou-se cada amostra na respectiva fenda (utilizou-se um aparelho de slot blot, que tem fendas 
em vez de áreas circulares para aplicação das amostras). Quando se completou a passagem / filtração das 
amostras, desmontou-se o sistema e removeu-se a membrana. 
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Figura 12: Sistema de Slot-Bot e aplicação das amostras. 
 
A membrana foi colocada durante 10 minutos em papel de filtro 3MM molhado em solução desnaturante 
(NaCl 1,5 M; NaOH O,5M), de seguida 5 minutos em papel 3MM molhado em solução neutralizante (Tris-
HCl 1 M pH 7; NaCl 1,5 M; EDTA 1 mM) e por fim foi a secar sobre papel 3MM, à temperatura ambiente. 
Quando ficou seca, cozeu-se durante 2 horas na estufa a 80°C e conservou-se a 4°C. A hibridação e 
detecção imunológica da membrana teve por base o método Dig High Prime DNA Labeling and Detection 
Starter Kit I (Roche), já referido. 
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                              IV. RESULTADOS  
 
1. Produção dos isolados virais 
 
 1.1 ECP do isolado BoA em células Vero 
Após 48 horas de infecção com o isolado BoA, as células começaram a evidenciar sinais de infecção viral. 
A uniformidade do tapete começou a desaparecer, as células perderam o seu contorno regular e 
começaram a desprenderem-se do tapete. Muitas células apresentaram uma forma alongada, em estrela ou 
arredondada, podendo também ser acompanhada pela emissão de pseudópodes alongados onde se 
processa a gemulação das partículas virais. O efeito ECP dos outros isolados é idêntico nas células Vero 
(resultados não apresentados). 
Na figura 13 é possível visualizar o efeito de destacamento das células da superfície de aderência e a perda 
do aspecto característico desta linha celular, em comparação com as células Vero não infectadas. 
 
              A B  
 
            C D  
 
 
Figura 13: Aspecto morfológico de células Vero em cultura, visualizadas em microscópico óptico invertido Zeiss Axiovert 
200 com contraste fase. A) Células Vero não infectadas com objectiva de 10x; B) e C) Células Vero infectadas com BoA 
às 48h p.i com objectiva de 20x; marcado a vermelho a emissão de pseudópodes. D) Células Vero infectadas com BoA, 
às 48 h p.i com objectiva de 10x. 
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 1.2 Titulação em meio independente de CO2 e em DMEM               
 
Foram comparados os resultados obtidos na titulação dos isolados virais com estes dois meios de cultura. 
Devido a dificuldades laboratoriais, em dado momento do trabalho foi necessário substituir o meio DMEM 
pelo meio independente de CO2. A verificação da adaptação e replicação dos isolados no meio 
independente de CO2 foi essencial para averiguar se o trabalho não ficava comprometido com a mudança 
de meio de cultura. 
                        
                                   Meio independente de CO2                    Meio DMEM    
                        
 
 
Figura 14: Titulação dos diferentes isolados virais com o meio independente de CO2 e o meio DMEM. Placa de titulação 
corada com violeta cristal, distinguindo-se manchas circulares não coradas nas zonas em que há placas virais. 
 
 
Verificou-se que no meio independente de CO2, os títulos eram inferiores, para todos os isolados. Nos vírus 
isolados de Triturus marmuratos (Ma3A, Ma3B, MaP3) e de Triturus boscai (BoA) a diferença é de um log.  
Com os isolados FV3 e LMo a diferença é mais significativa, atinge os dois log. Pode-se concluir nesta 
experiência que estes dois vírus replicam menos eficientemente neste meio enquanto que nos outros 
isolados a diferença não será tão significativa podendo-se continuar o trabalho com o meio independente de 
CO2. 
 
 
 
 
 
    Testemunho         
  Diluição 10-6      {  
  Diluição 10-5
   {
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 { 
   Diluição 10-3      
      
 
 
Diluição 103 
 
                LMo   Ma3A  Ma3B  FV3   MaP3  BoA       LMo  Ma3A  Ma3B FV3  MaP3   BoA 
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 1.3 Título dos isolados virais 
Fez-se várias produções de vírus em meio DMEM e meio independente de CO2 até se obter os seguintes 
títulos, para o vírus Total, dos diferentes isolados em meio independente de CO2 
 
 
ISOLADO VIRAL 
LMo FV3 MaP3 Ma3A Ma3B BoA 
Título 
(pfu/mL) 
2X106 2,4X106 2,1X107 1,5X107 9X106 5X106 
 
Tabela 3 - Títulos dos isolados virais LMo, FV3, MaP3, Ma3A, Ma3B, BoA, produzidos em meio independente de CO2  
 
De acordo com a tabela 1, pode-se observar que os isolados utilizados possuíam títulos compreendidos 
entre os 2 e os 21 milhões de partículas por mL, que se considera ser um valor aceitável, tendo em vista as 
multiplicidades de infecção elevadas necessárias em algumas experiências.  
2. Cinéticas dos ciclos replicativos dos isolados virais 
 
É importante analisar as cinéticas de infecção de células Vero pelos diferentes isolados para proceder à sua 
comparação e conhecer a duração dos seus ciclos replicativos nestas células. Com este estudo também se 
obteve amostras para testes posteriores. Os resultados desta experiência estão representados nos gráficos 
apresentados na figura 15 e os títulos obtidos encontram-se numa tabela em anexo (Anexo B). 
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Figura 15: Cinéticas da infecção de células Vero com os diferentes isolados virais, realizadas em meio independente de 
CO2 
 
Verificou-se para todos os isolados às 2h p.i a existência de vírus residual tanto extracelular como 
intracelular; isto deve-se à lavagem das células após o período de adsorção, que não terá sido totalmente 
eficaz. Para todos os isolados de tritões, houve um acréscimo de vírus intracelular às 6h p.i que se manteve 
às 8h p.i tendo-se observado um decréscimo às 10h p.i, que coincidiu com o aumento de vírus extracelular. 
No entanto, para os isolados de tritões observou-se um acréscimo de vírus extracelular a partir das 8h p.i. 
 
Para melhor comparação dos resultados apresenta-se um gráfico com as cinéticas de vírus extracelular 
para todos os isolados e de vírus intracelular apenas para os isolados virais de anfíbios (BoA, Ma3A, Ma3B, 
Ma3P), que se pretende comparar neste trabalho. O FV3 e LMo foram retirados deste gráfico devido aos 
seus resultados não parecerem tão coerentes; não se repetiu a experiência para clarificar estes valores, 
uma vez que estes vírus não eram objecto de caracterização neste estudo. Para além disso as cinéticas 
foram realizadas com meio independente de CO2 e estes dois isolados replicam menos eficientemente 
neste meio, como já foi demonstrado anteriormente, e mais uma vez pode-se verificar que apresentam 
títulos mais baixos, em comparação com os dos outros isolados. 
 
        
       Figura 16: Cinéticas de infecção de células Vero com os diferentes isolados virais. 
 
De acordo com os resultados obtidos para todos os isolados estudados, às 18h p.i contabilizaram-se os 
títulos mais elevados de vírus extracelular, tendo sido mantidos estes valores até às 48h p.i, sugerindo que 
o vírus existente ás 48h p.i estava já presente no meio extracelular às 18h p.i. Este resultado indica que às 
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18h p.i já se pode proceder à recolha de vírus extracelular e que estes vírus são estáveis a 30ºC durante 
esse período de tempo (24 h). 
Pode-se observar no LMo e no FV3 uma produção mais tardia, evidenciada principalmente no vírus 
extracelular.  
Nestes dois gráficos é evidenciado que os resultados obtidos nas cinéticas são bastante sobreponíveis para 
todos os vírus isolados de anfíbios e diferentes dos resultados obtidos com o FV3 e o LMo.  
 
3. Análise dos genomas dos isolados virais 
 
•  3.1 Detecção de DNA viral intracelular e de viriões, transferido por Slot-Blot        
                                                                                                               
Este teste permite verificar a presença de DNA viral, reconhecido por uma sonda específica de DNA de 
Ranavírus, permitindo ainda a sua quantificação relativa. Forneceu ainda indicação sobre a especificidade 
da sonda utilizada, que é um fragmento de DNA correspondente ao uma região do gene da proteína 
principal da cápside – o gene MCP. Como referido na introdução, o gene MCP foi seleccionado por ter uma 
sequência altamente conservada, tendo sido possível obter um produto de PCR a partir de DNA viral do 
FV3, o vírus de referência dos ranavírus. 
As amostras seleccionadas para este teste foram obtidas durante a cinética e escolhidas após os resultados 
da titulação, sendo o critério de escolha das amostras a hora p.i onde o título do vírus intra e extracelular 
teve um acréscimo, e o tempo imediatamente anterior, de modo a verificar se a diferença na quantidade de 
DNA detectado nestes dois tempos era significativa. Aplicaram-se também amostras de vírus intracelular 
obtidas às 12h p.i e 24h p.i e amostras de vírus extracelular obtidas às 24h p.i e 48h p.i, por serem períodos 
mais tardios da infecção com grande quantidade de partículas virais produzidas. 
 Após hibridação e detecção obtiveram-se a imagens apresentadas nas Figuras 17 e 18 .   
 
                       DNA viral Intracelular 
 
 
 
 
Figura 17 e Tabela 4: DNA intracelular dos diferentes isolados virais aplicado por Slot blot e hibridado com um 
fragmento do gene MCP  do FV3 marcado com digoxigenina. Na tabela 4 indicam-se  os momentos do ciclo replicativo, 
em h p.i., em que foram obtidos os extractos celulares correspondentes a cada uma das amostras. 
 
Com esta experiência podemos concluir que todas amostras hibridaram com a sonda, o que significa que 
contêm DNA viral e que a sonda é válida para utilização noutros testes em que se pretenda detectar DNA 
destes vírus. 
 1 2 3 4 
Ma3A 4h p.i 6h p.i 12h p.i 24h p.i 
Ma3P 4h p.i 6 h p.i 12h p.i 24h p.i 
BoA 6h p.i 8h p.i 12h p.i 24h p.i 
Ma3B 4h p.i 6h p.i 12h p.i 24h p.i 
FV3 10h p.i 14h p.i 16h p.i 24h p.i 
LMo 4h p.i 6h p.i 16h p.i 24h p.i 
       Ma3A                   Ma3P                      BoA 
        Ma3B                          FV3                          LMo 
1       2     3     4       1     2       3     4      1     2      3      4    
 1       2     3      4       1     2     3     4       1     2       3    4        
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Verifica-se para todos os isolados que é às 24h p.i que se observa uma maior intensidade na amostra de 
DNA intracelular aplicada; por outro lado as amostras das 4h p.i para Ma3B, Ma3A, Ma3P, LMo e das 6h p.i 
para BOA são aquelas em que se observa menor intensidade / sinal de hibridação. Estes resultados estão 
de acordo com os resultados obtidos na cinética. 
 
                      DNA dos viriões 
              Ma3A                    Ma3P                      BoA 
 
               Ma3B                          FV3                          LMo 
Figura 18 e Tabela 5: DNA dos viriões dos diferentes isolados transferido por Slot blot e hibridado com um fragmento 
do gene MCP do FV3 marcado com digoxigenina. Na tabela 5 indicam-se os momentos do ciclo replicativo, em h p.i., 
em que foram obtidos os sobrenadantes das culturas celulares infectadas, correspondentes aos cada uma das 
amostras. 
 
Também aqui se observam diferenças significativas de intensidade nas diferentes amostras, o que sugere a 
existência de quantidades diferentes de DNA viral. Verifica-se para todos os isolados uma maior intensidade 
nas amostras das 48h p.i e a menor intensidade às 6 h p.i (Ma3A, Ma3P, LMo), 8 h p.i (BoA) e 10h p.i 
(Ma3B). Mais uma vez os resultados estão de acordo com o esperado, tendo em conta os resultados 
obtidos na cinética. 
• 3.2 Extracção e visualização de DNA viral 
Para averiguar o sucesso das extracções do DNA viral dos diferentes isolados e avaliação da quantidade de 
DNA a utilizar de cada amostra nas digestões com enzimas de restrição para análise de RFLPs, todas as 
amostras de DNA foram submetidos a uma análise electroforética. 
 
 
Figura 19 e Tabela 6: Electroforese em gel de agarose a 0,7%, com o objectivo 
de avaliar a quantidade e a integridade do DNA extraído. Os quadrados a vermelho assinalam os DNAs seleccionados 
para análise de RFLPs. Marcador de massa molecular (M): 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen, EUA). 
 
 1 2 3 4 
Ma3A 6h p.i 8h p.i 24h p.i 48h p.i 
Ma3P 6h p.i 8h p.i 24h p.i 48h p.i 
BoA 8h p.i 10h p.i 24h p.i 48h p.i 
Ma3B 10h p.i 12h p.i 24h p.i 48h p.i 
FV3 14h p.i 16h p.i 24h p.i 48h p.i 
LMo 6h p.i 8h p.i 24h p.i 48h p.i 
1 LMo M Marcador 
2 BoA 11 FV3 (2) 
3 FV3 12 BoA(2) 
4 Ma3A 13 Ma3B (2) 
5 Ma3P 14 Ma3A (2) 
6 Ma3B 15 Ma3P (2) 
7 BoA 16 BoA (2) 
8 FV3 (2) 17 FV3 (2) 
9 LMo 18 LMo (2) 
10 FV3  
    1       2      3     4       1    2      3      4     1      2      3     4      
      1  2   3   4    5   6    7   8   9  10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 
      
 
  1       2      3     4      1    2      3      4     1      2      3     4      
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Através da observação da Figura 19 é possível entender que praticamente todos os DNAs virais foram 
extraídos de modo eficiente. As amostras indicadas lado a lado (1, 18; 2, 12; 3, 11; 4, 14; 5, 15; 6, 13) 
correspondem ao mesmo DNA viral (LMo, BoA, FV3, Ma3A, Ma3P e Ma3B, respectivamente) por se terem 
feito duas eluições durante a purificação em coluna. As amostras de DNAs assinaladas a vermelho na figura 
22 são as que foram seleccionados para o processo de restrição enzimática. As restantes amostras não 
foram seleccionadas ou porque a concentração de DNA parecia ser residual (amostras 10 e 16), ou porque 
se suspeitou de falta de pureza ou degradação (amostras 3 e 8, por exemplo).  
 
 
• 3.3 Perfis de restrição enzimática obtidos  
Após o processo de digestão enzimática, foi efectuada outra electroforese, com o objectivo de observação 
dos perfis de restrição obtidos com as diferentes enzimas.  
         
 
                     BamHI                                 HindIII 
          
Figura 20 e Tabela 7: Perfis de restrição enzimática obtidos por análise electroforetica em gel de agarose a 0,7%. Na 
tabela 7 os isolados encontram-se numeradas de 1 a 6, seguidos da letra B, para aqueles que foram digeridas com a 
endonuclease BamHI e H para aqueles que foram digeridos com a endonuclease Hind III. M representa o marcador de 
massa molecular 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen). 
 
 
Os resultados da restrição enzimática com estas enzimas  permite afirmar que os perfis dos isolados virais 
são todos bastante semelhantes entre si, pelo que os locais de restrição nos diferentes genomas, para cada 
uma destas enzimas se deverão encontrar na mesma localização ou próxima. No entanto, é possível 
detectar algumas diferenças: o perfil do isolado 3 (Ma3B) possui um perfil de restrição um pouco diferente 
dos restantes isolados, quer na restrição com BamHI, como com HindIII. 
 
 
   
 
M Marcador 
1B/1H BoA 
2B/2H Ma3A 
3B/3H Ma3B 
4B/4H Ma3P 
5B/5H FV3 
6B/6H LMo 
           M       1B 2B 3B 4B 5B    6B   M      1H 2H 3H4H 5H      6H  
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            MspI                             HapII 
                                                                                                    
Figura 21 e Tabela 8: Perfis de restrição enzimática obtidos por análise electroforetica em gel de agarose a 0,7%. Na 
tabela 8 os isolados encontram-se numerados de 1 a 6, seguidos da letra M, para aqueles que foram digeridos pela 
endonuclease MspI e P para aqueles que foram digeridos com a endonuclease HapII. M representa o marcador de 
massa molecular 1 kb DNA ladder (Invitrogen)  
 
Relativamente aos perfis de restrição com MspI e HapII pode-se verificar que com o DNA do isolado 6 (LMo) 
não houve digestão com MspI, enquanto que  com HapII todos os DNAs foram digeridos. Estas enzimas 
foram seleccionadas porque reconhecem a mesma sequência de DNA, no entanto a HapII não faz a 
clivagem se a sequência estiver metilada. Conclui-se com esta experiência que, excepto para o LMo, os 
DNAs genómicos destes isolados são metilados. 
Os géis correspondentes às figuras 20 e 21 foram transferidos por Southern blotting. 
 
• 3.4 Hibridação de DNAs transferidos por Southern blotting. 
Os fragmentos separados nos géis apresentados nas figuras anteriores foram transferidos para uma 
membrana de nylon. Posteriormente procedeu-se à hibridação utilizando a sonda MCP que tinha sido 
validada anteriormente. 
                   Bam HI                                 Hind III 
          
 
M Marcador 
1M/1P BoA 
2M/2P Ma3A 
3M/3P Ma3B 
4M/4P Ma3P 
5M/5P FV3 
6M/6P LMo 
M Marcador 
1B/1H BoA 
2B/2H Ma3A 
3B/3H Ma3B 
4B/4H Ma3P 
5B/5H FV3 
6B/6H LMO 
      M      1M 2M3M4M5M    6M   M      1P 2P 3P 4P 5P    6P  
               M      1B 2B 3B 4B 5B     6B  M      1H 2H3H 4H 5H    6H   
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Figura 22 Tabela 9: Membrana de nylon com DNAs digeridos com BamHI e HindIII após hibridação e detecção 
da sonda. Na tabela 9 os isolados encontram-se numeradas de 1 a 6, seguidos da letra B, para aqueles que 
foram digeridas com a endonuclease BamHI e H para aqueles que foram digeridos com a endonuclease HindIII. 
M representa o marcador de massa molecular 1 kb DNA ladder (Invitrogen) 
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Analisando a figura 22, correspondendo à membrana de nylon com fragmentos de DNA resultantes das 
restrições com a BamHI e HindIII é possível perceber que é detectável um fragmento de DNA que hibridou 
com a sonda MCP.  
Como esperado todos os isolados hibridaram com esta sonda, através de um fragmento com a mesma 
massa molecular (cerca de ~2,000pb) para a enzima BamHI e de um outro fragmento, também com a 
mesma massa molecular para todos eles (entre 9,000pb e 12,000pb), para a enzima HindIII. Como foi 
usado uma outra sonda para marcar especificamente os marcadores de massa molecular, podemos 
observar que estes se encontram perfeitamente visíveis, o que também indica que todas as etapas do 
protocolo de Southern blotting foram bem sucedidas. 
Com esta experiência podemos afirmar que em todos os isolados, após a restrição com estas enzimas, a 
região do gene MCP hibridada se encontra em fragmentos de restrição com idêntica mobilidade 
electroforetica, o que está de acordo com as semelhanças observadas nos perfis de RFLP. 
               
                   MspI                               HapII 
               
 
Figura 23 e Tabela 10: Membrana de nylon com DNAs digeridos com MspI e  HapII após hibridação e detecção da 
sonda. Na tabela 10 os isolados encontram-se numeradas de 1 a 6, seguidos da letra M, para aqueles que foram 
digeridas com a endonuclease MspI e P para aqueles que foram digeridos com a endonuclease HapII. M representa o 
marcador de massa molecular 1 kb DNA ladder (Invitrogen)  
 
Nos resultados da hibridação da membrana de nylon com os fragmentos de restrição obtidos com as 
enzimas MspI e HapII podemos verificar que, resultando da restrição com a enzima MspI, existem vários 
fragmentos que hibridaram com a sonda MCP em todos isolados excluindo o LMo que, como não foi 
digerido, apresenta apenas um fragmento. Dado que o tamanho da sonda é de ~500pb, no máximo ela só 
poderia hibridar com 2 fragmentos das dimensões dos fragmentos observados, uma vez que eles tem 
dimensões superiores a ~1000pb, podemos assim concluir que a digestão com esta enzima foi incompleta. 
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 3.5 Amplificação por PCR (Polymerase Chain Reaction) de regiões dos genes MCP e 
polimerase de DNA 
 
Após a amplificação por PCR das 2 regiões MCP e polimerase de DNA confirmou-se a eficiência da 
amplificação pela a presença num gel de agarose de uma banda de ~500 pb (fragmento MCP) e de uma 
banda de ~700 pb (fragmento POL). 
              
                     MCP              POL 
                      
        
Figura 24 e Tabela 11: Imagem de um gel de agarose a 1% com bandas correspondentes aos produtos de PCR para 
os genes MCP e DNA pol. M representa o marcador de massa molecular 1 kb DNA ladder Invitrogen, CN controlo 
negativo, correspondente a uma amostra de PCR em que não foi adicionado DNA 
 
 
A amplificação foi bem sucedida, tendo gerado bandas com o tamanho esperado, confirmando a 
especificidade dos “primers” utilizados. Com a amostra 1 (BoA ) não houve amplificação com os primers do 
gene  DNA pol, a amplificação foi repetida obtendo-se o resultado esperado (resultados não apresentados).          
 
 3.6 Identificação de sequências parciais dos genes MCP e POL dos isolados virais  
 
Estes produtos de PCR foram purificados e enviados para sequenciação, tendo sido obtidas sequências de 
boa qualidade. As sequências forward e reverse obtidas para cada produto de PCR foram alinhadas e 
efectuou-se um alinhamento entre as sequências consensus dos diversos isolados, verificando-se uma total 
identidade entre as sequências dos isolados Ma3A, Ma3B, Ma3P e BoA, quer para o gene Pol, quer para o 
gene MCP, como se pode verificar no anexo C. 
As sequências consensus obtidas foram também comparadas com sequências depositadas no GenBank 
fazendo um blast aberto utilizando a ferramenta disponível no site do NCBI, obtendo-se os resultados que 
estão evidenciados na tabela 12. 
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Tabela 12: Resultado do BLAST das sequências consenso obtidas neste estudo e submetidas à base de dados 
GenBank. 
    * Genoma completo sequenciado 
 
Comparando a sequência Consensus destes isolados em estudo, verificou-se para o gene Pol uma 
identidade de 98% (643 / 655 nt) com o CMTV e o TFV, ambos tendo hospedeiros da mesma classe 
taxonómica (anfíbios) mas de regiões geográficas diferentes entre si (Europa e Ásia). Relativamente ao 
EHNV, apresentavam também uma identidade de 98% (641 / 655 nt), sendo os hospedeiros deste vírus de 
uma classe taxonómica diferente (peixes) e tendo sido detectados num outro continente (Austrália). A 
identidade com o FV3 e o LMo é também de 98% (639 / 655 nucleótidos).  
O BLAST para o gene MCP evidenciou uma identidade de 99% (529 / 533 nt) com o BIV. Também se 
obtiveram identidades de 99% (526 / 533 nt), embora com scores de apenas 944, com os seguintes vírus: 
RGV, RSV, STIV; estes vírus foram detectados em diversas regiões geográficas e em hospedeiros de duas 
classes taxonómicas (répteis e anfíbios). A identidade com o FV3 e com o LMo é de 98% (525 / 533 nt), 
com score de 939 e cobertura de 99%. Relativamente ao CMTV, um vírus isolado em Espanha obteve-se 
um score de 917 com identidade de 98% (521 / 533 nt). 
 
Região 
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4. Análise das proteínas dos isolados virais 
 4.1 Proteínas das células infectadas 
 
Para a visualização das proteínas das células infectadas utilizou-se amostras de vírus intracelular obtidas 
às16 horas p.i., pois através da análise dos resultados das cinéticas detectou-se que existem títulos 
elevados de vírus intracelular. 
 
                  
 
Figura 25 e Tabela 13: Perfil proteico das proteínas das células infectadas com os diferentes isolados, obtido por  SDS-
PAGE  com a  coloração do gel  com Coomassie brilliant blue. Na tabela 13 indicam-se os momentos do ciclo 
replicativo, em h p.i., em que foram obtidas as amostras  
 
Observa-se um perfil de polipéptidos semelhante para células infectadas com os diferentes isolados e para 
as celulas Vero não infectadas. Não são perceptíveis diferenças, pode-se então concluir que o perfil de 
proteínas visível corresponde às proteínas das células Vero. 
 
 4.2 Proteínas dos virões 
 
Como não é possivel nas condições laboratoriais actuais a utilização de compostos radiactivos, optou-se 
por tentar distinguir as proteínas destes isolados virais, a partir apenas de vírus extracelular (virões), e 
utilizando o mesmo corante para as visualizar. 
Para se caracterizar o padrão das proteínas virais foram seleccionadas as amostras de vírus extracelular 
colhidas às 8h p.i para os isolados Ma3A,Ma3B,Ma3P e BoA. Para o isolado LMo foram seleccionadas as 
amostras colhidas às 12h p.i e para o FV3 às 16h p.i. Estas amostras foram escolhidas após os resultados 
de titulação das amostras das cinéticas realizadas; uma vez que se verifica nestes tempos o acréscimo da 
produção de vírus extracelular haverá também o consequente aumento de proteínas virais.  
No entanto este corante não permitiu uma visualização eficaz das proteínas como se pode verificar nas 
figuras abaixo, apesar de se ter repetido 3 vezes a análise electroforéticas. 
              
 
 
M Marcador 
1 Ma3A 16h p.i 
2 Ma3B 16h p.i 
3 Ma3P 16h p.i 
4 LMo 16h p.i 
5 FV3 16h p.i 
6 BoA 16h p.i 
7 Células vero 
       M   1     2      3     4    5     6     7   
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 Figura 26 e Tabela 14: Perfil proteico das proteínas virais dos diferentes isolados  obtido por  SDS-PAGE  com a  
coloração do gel  com Coomassie brilliant blue. Na  tabela 14 indicam-se  os momentos do ciclo replicativo, em h p.i., 
em que foram obtidas as amostras  
 
Através da observação dos três géis, consegue-se perceber que todos os isolados têm um perfil de 
proteínas muito idêntico sendo a proteína mais visível e abundante, com massa molecular de 
aproximadamente 50 KDa, a MCP (major capsid protein). Em todos os isolados também é visível outra 
proteína com a massa molecular entre os 80 KDa e 60 KDa. Nas duas primeiras imagens consegue-se 
visualizar no isolado Ma3A uma proteína com uma massa molecular próxima de 160kDa que não é 
perceptível nos outros isolados, no isolado BoA na primeira imagem consegue-se também visualizar uma 
proteína com ~ 260 KDa, sendo estas as únicas diferenças que se pode observar na comparação das três 
imagens. 
De modo a averiguar quais as proteínas do meio de cultura utilizado e excluí-las de proteínas virais, 
procedeu-se a outra electroforese apresentando uma amostra controlo correspondente  apenas a meio de 
cultura com soro a 2%. 
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               Figura 27 e Tabela 15: Perfil proteico das proteínas virais dos diferentes isolados obtido por SDS-PAGE  com 
a  coloração do gel com Coomassie brilliant blue. Na tabela 15 indicam-se os momentos do ciclo replicativo (h p.i.) em 
que foram obtidas as amostras. O controlo corresponde a uma amostra de meio de cultura independente de CO2. As 
imagens1 e 2 correspondem a duas exposições do mesmo gel.  
 
                Proteína do meio de cultura               Proteína MCP 
 
Com esta experiência verifica-se que a proteína mais visível nestes géis corresponde a uma proteína do 
meio de cultura, com uma massa molecular de ~60 KDa. Em todas as amostras excepto na do controlo, 
existe a proteína MCP (major capsid protein) com massa molecular de aproximadamente 50 KDa como está 
especificado no gel. Obteve–se também padrões electroforéticos semelhantes nas proteínas dos virões. 
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V. DISCUSSÃO 
 
Nesta tese descrevo a aplicação de vários métodos para proceder à caracterização dos isolados virais alvo 
deste trabalho, métodos esses também já utilizados por diversos autores para diferenciar os Ranavirus. De 
acordo com o Manual de Testes de Diagnóstico para Animais Aquáticos (OIE, 2009, 2012) a associação de 
diferentes técnicas é a melhor abordagem para a identificação apropriada dos ranavírus, incluindo o 
diagnóstico da patologia, histologia, espectro de hospedeiros, microscopia electrónica e métodos 
serológicos, para além daquelas que foram utilizadas neste estudo: métodos moleculares, isolamento viral e 
cinéticas dos ciclos replicativos dos isolados. 
 
 
1. Isolamento dos vírus 
 
O isolamento do vírus em cultura de células é o método padrão para a detecção de ranavírus (OIE 2009, 
2012). Para detectar ranaviroses em anfíbios, nos tecidos do hospedeiro animal (por exemplo, fígado, rim e 
baço), e em culturas celulares, o efeito citopático (CPE) causado pela infecção é um aspecto importante, 
uma vez que o CPE causado por ranavírus é muito característico.  
No nosso estudo, os isolados estudados induziram um CPE total após 48h de infecção em células Vero, em 
todas as passagens. O CPE observado é semelhante ao referido nesse manual (OIE, 2009, 2012). As 
condições de produção viral também foram optimizadas, obtendo-se resultados reprodutíveis com os dois 
meios ensaiados (DMEM e meio independente de CO2), tendo-se conseguindo a implementação do meio 
independente de CO2 na replicação e estudo destes vírus. 
 
2. Cinéticas dos ciclos replicativos dos isolados 
 
 Ao analisar a cinética da infecção de células Vero pelos diferentes isolados consegue-se proceder à sua 
comparação e conhecer a duração dos seus ciclos replicativos nestas células. Com este estudo também se 
obteve amostras para testes posteriores, conseguindo-se nesses ensaios resultados concordantes com os 
resultados das cinéticas. A falta de estudos publicados sobre cinéticas de ranavírus não permitiu comparar 
os resultados obtidos com outros ranavírus. 
É evidenciado nos resultados obtidos na cinética a existência de dois grupos de vírus. No grupo constituído 
por todos os vírus isolados de anfíbios (tritões) as cinéticas são bastante sobreponíveis e diferentes dos 
resultados obtidos com o FV3 e o LMo.  
De acordo com os resultados obtidos e para todos os isolados estudados, os títulos mais elevados de vírus 
extracelular foram contabilizados às 18h p.i, tendo sido mantidos estes valores até às 48h p.i, sugerindo que 
o vírus existente às 48h p.i corresponde ao que já tinha sido observado às 18 hp.i. Este resultado indica que 
às 18h p.i já é rentável proceder à recolha de vírus extracelular e sugere ainda que estes vírus são estáveis 
a 30ºC durante pelo menos esse período de tempo (24h). 
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3. Métodos moleculares 
 
 3.1 Análise dos genomas  
 
A detecção e diferenciação de Ranavirus com base no DNA genómico viral tem sido descrito em muitos 
artigos. Hengstberger et al. (1993) estudaram as diferenças entre EHNV e BIV por perfis de restrição 
enzimática do seu DNA genómico. Foram detectadas diferenças no padrão de restrição entre isolados 
usando as enzimas Kpnl, BamHI, HindIII e Ncol. A mesma abordagem foi aplicada mais tarde com enzimas 
diferentes e vários outros isolados de Ranavirus (Mao et al., 1997; Ahne et al., 1998; Bollinger et al., 1999; 
Hyatt et al., 2000). Além disso a análise de restrição genómica e a hibridação Southern blott com uma 
sonda de DNA de Ranavirus têm sido utilizados para encontrar diferenças entre isolados (Ahne et al., 1998; 
Hyatt et al., 2000).  
A análise do conjunto de resultados obtidos neste estudo com as enzimas de restrição e posterior 
hibridação Southern blott, permitem evidenciar que os perfis de restrição são bastante semelhantes entre si. 
As enzimas HindIII e BamHI permitirão eventualmente descriminar diferenças entre estes vírus, mas será 
necessário utilizar um gel de agarose menos concentrado (por exemplo a 0,4%) e fazer corridas 
electroforéticas mais longas. 
A metilação do DNA foi comprovada pela utilização conjunta das duas enzimas de restrição (MspI e HpaII), 
como foi também demonstrado para os Ranavirus, por Mao et al., (1997). Não foi possível demonstrar nos 
resultados apresentados a metilação do DNA de LMo como para os outros isolados, embora a digestão do  
DNA deste vírus com MspI tivesse sido observada noutras experiências (resultados não apresentados). 
A reacção em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada pela primeira vez para detectar EHNV e BIV, 
baseando-se na amplificação de um fragmento de uma região desconhecida do genoma destes ranavírus 
(Gould et al., 1995). Ulteriormente, além do gene da MCP, outros genes de ranavírus, tais como da 
metiltransferase de DNA (Kaur et al., 1995; Mao et al., 1999), eIF2α (Essbauer et al., 2001), ATPase 
(Sudthongkong et al., 2002; Wang et al., 2003), polimerase de DNA (Hanson et al., 2006), e cinase da 
timidina (Coupar et al., 2005; Zhao et al., 2009), também têm sido utilizados. 
Recentemente, com base nas sequências do gene MCP, Ohlemeyer et al. (2011) sugeriram que os 
ranavirus podiam ser divididos em três grupos. O primeiro grupo contém vírus provenientes de peixes, 
répteis e anfíbios, tais como EHNV, FV3, BIV, ECV / ESV, ATV e SSTIV; o segundo grupo consiste no 
ranavírus Santee Cooper, LBMV e DFV/GV6, e o terceiro compreende o iridovirus da garoupa, GIV e SGIV. 
Marsh et al. (2002) publicaram um método baseado numa combinação de dois ensaios diferentes: 
amplificação por PCR de uma sequência parcial do gene da MCP e subsequente análise de restrição 
enzimática (REA) do produto amplificado, para a diferenciação de EHNV, BIV, FV3, Wamena vírus (WV), 
Gutapo vírus (GV) e ECV / ESV.  
O método PCR-REA publicado por Marsh et al. (2002) é recomendado pela OIE (2009, 2012) uma vez que 
diferencia isolados australianos, europeus e americanos. O método de sequenciação de produtos de PCR 
descrito por Hyatt et al. (2000), também incluído no manual do OIE, separa ranavirus com base nas  
diferenças na sequência do gene da MCP, entre outros. 
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Neste estudo fez-se a amplificação por PCR de uma região do gene da MCP e do gene Pol dos ranavírus 
em estudo, com os primers que foram descritos respectivamente por Mao et al. (1997) e por Hanson et al. 
(2006). Os primers para a MCP já foram utilizados por diversos autores, enquanto que estes primers para 
Pol têm sido menos utilizados para diferenciar isolados virais. Ambos os pares de primers são de regiões 
altamente conservadas destes vírus. 
 Segundo Hanson et al. (2006), as sequencias genómicas em que se baseiam os primers HV e Cons lower 
são idênticas, ou quase idênticas, numa grande variedade de genes de polimerases de DNA, nos quais se 
incluem, para além de genes de diversas famílias virais, genes de Archaea, plantas, fungos, ciliados,  
Plasmódios, nematodes, equinodermes, insectos e vertebrados. 
Os produtos amplificados foram sequenciados, concluindo-se que as sequências dos isolados dos tritões 
são idênticas, para ambas as regiões. Este facto é devido à utilização de genes altamente conservados, 
mas permite concluir que os quatro isolados são indiscutivelmente muito idênticos, pertencendo certamente  
à mesma espécie viral. 
Os resultados obtidos reforçam a necessidade de comparar mais que uma região genómica para determinar 
relações de identidade entre os vírus. 
 Foi efectuado um BLAST para comparar as sequências obtidas, entre si, e com as sequências disponíveis 
na base de dados do NCBI. 
Quanto às regiões sequenciadas, quer do gene Pol, quer do gene MCP, houve uma total identidade entre 
as sequências dos isolados Ma3A, Ma3B, Ma3P e BoA. 
Comparando a sequência Consensus destes isolados em estudo, verificou-se para o gene Pol uma 
identidade de 98%, com um score de 1144 e cobertura de 93%, com o CMTV e o TFV, ambos tendo 
hospedeiros da mesma classe taxonómica (anfíbios) mas de regiões geográficas diferentes (Europa e Ásia). 
Relativamente ao EHNV, apresentavam uma identidade de 98%, para um score de 1133 e cobertura de 
93%; os hospedeiros deste vírus pertencem a uma classe taxonómica diferente (peixes) e foram detectados 
num outro continente (Austrália). A identidade com FV3 e LMo é também de 98%, mas com um score de 
1122 e cobertura de 93%. Estes resultados evidenciam o que foi referido por Mao et al. (1997): que existem 
relações entre os Ranavirus de anfíbios, répteis e peixes de diferentes regiões geográficas. De salientar que 
o mesmo autor também refere que alguns dos vírus encontrados em anfíbios podem ser patogénicos para 
os peixes. 
 O BLAST para o gene MCP evidenciou uma identidade de 99%, score de 961 e cobertura de 99%, com o 
BIV. Também se obtiveram identidades de 99%, embora com scores de apenas 944 e coberturas de 99%, 
com os seguintes vírus: RGV, RSV, STIV; todos eles foram detectados em diversas regiões geográficas e 
em hospedeiros de duas classes taxonómicas diferentes (répteis e anfíbios). A identidade com o FV3 e LMo 
é de 98%, com score de 939 e cobertura de 99%. Relativamente ao CMTV um vírus isolado na Espanha 
obteve-se um score de 917 com identidade de 98% e cobertura de 99%. 
 Resultados idênticos também foram relatados em estudos de Marshang et al. (1999), Hyatt et al. (2002) e 
Alves de Matos et al. (2011) em que vírus estreitamente relacionados com o FV3 também foram 
recuperados a partir de répteis. O Wamena iridovirus (WIV) foi isolado na Austrália a partir de serpentes 
verdes Chondropython viridis doentes enquanto THIV (TV-CH8) foi recuperado de tartarugas Testudo 
hermanni doentes, na Europa. Ambos (WIV e THIV) tinham uma homologia de sequência de nucleótidos 
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superior a 97% com o FV3, nas regiões do gene da MCP que foram examinadas; já o LMo, que foi isolado 
em Portugal a partir de uma  Lacerta montícola, apresentou uma identidade de 100 % com o FV3, na região 
do gene da MCP sequenciada. 
Comparando os isolados alvo deste estudo com o vírus geograficamente mais próximo (CMTV), obteve-se 
uma identidade 98% para ambas as regiões estudadas, tal como relativamente ao FV3 e ao LMo. 
Pode-se assim concluir que, considerando as duas regiões sequenciadas (MCP e Pol) os resultados deste 
estudo apontam para que os isolados em estudo deverão pertencer ao primeiro grupo proposto por 
Ohlemeyer et al. (2011) com base apenas na região MCP; estas espécies próximas podem no entanto 
distinguir-se por diferenças em apenas um número reduzido de nucleótidos.  
 
 3.2 Análise das proteínas virais 
 
Os artigos publicados por diversos autores (Mao et al., 1997; Hyatt et al., 2002) especificam que se 
consegue distinguir em células infectadas com ranavírus um perfil de ~20 polipeptídeos entre 8 KDa e 120 
KDa, por SDS-PAGE e após marcação das proteínas com metionina radiactiva. Nos resultados deste 
estudo, e visualizando apenas por coloração com azul brihante de Coomassie, observa-se um perfil de 
polipéptidos semelhante quer para células infectadas com os diferentes isolados virais, quer para as celulas 
Vero não infectadas. Não são perceptíveis diferenças, podendo-se concluir que o perfil de proteínas 
observado corresponde às proteínas das células Vero. 
Esta experiência não foi elucidativa, e como não é possivel nas condições laboratoriais actuais a utilização 
de compostos radiactivos, optou-se por tentar distinguir as proteínas destes isolados virais, a partir apenas 
de vírus extracelular (virões).  
Todos os isolados apresentaram padrões electroforéticos semelhantes, mas não idênticos, sendo a proteína 
viral mais abundante a que tem uma massa molecular de aproximadamente 50 KDa. Esta é a massa 
molecular da MCP dos Ranavirus conhecidos. 
As diferenças observadas nos perfis de proteínas dos viriões dos diferentes isolados em estudo permite a 
sua distinção embora o elevado grau de semelhança corrobore os resultados obtidos com a análise dos 
genomas destes vírus. Pode-se ainda concluir que esta abordagem permite uma maior discriminação do 
que a sequenciação das regiões MCP e Pol. 
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VI. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
Deste trabalho salientam-se as seguintes conclusões: 
 As condições de propagação e produção dos isolados virais em estudo foram optimizadas 
conseguindo-se a implementação de um meio independente de CO2 na replicação destes vírus. 
 As cinéticas de replicação destes vírus, permitiram agrupar os vírus em estudo. Os vírus isolados 
de tritões constituíram um grupo com cinéticas sobreponíveis, distintas das do FV3 e do vírus 
isolado de uma L. monticola, ambos com cinéticas também semelhantes.  
 De todos os métodos testados, a abordagem mais eficaz para distinguir os diferentes isolados, é 
análise das proteínas virais em que se obteve padrões electroforéticos semelhantes nas proteínas 
dos virões, mas não idênticos. O elevado grau de semelhança corrobora os resultados obtidos com 
a análise dos genomas destes vírus.           
 Os perfis de restrição com as enzimas HindII e BamHI não ficaram totalmente esclarecidos,  
     sendo necessário a sua repetição em condições mais adequadas. 
 A sequenciação é a técnica considerada mais discriminatória e utilizada por diversos autores para a 
comparação e caracterização de novos isolados. Neste estudo não permitiu comprovar as 
diferenças observadas nos perfis de proteínas virais. Esta limitação deve-se a só se terem 
amplificado duas regiões altamente conservadas. Na continuação deste estudo será necessário 
utilizar primers dirigidos para regiões menos conservadas, ou idealmente sequenciar todo o genoma 
viral. 
 Foi possível identificar estes isolados como pertencentes ao género Ranavirus (sequência parcial 
das regiões MCP e Pol, metilação do DNA, CPE típico) e tudo indica a correspondência de todos à 
mesma espécie viral. 
 
 Os resultados dos Blasts efectuados indica que os vírus mais próximos são: 
 
• CMTV e TFV (isolados a partir de anfíbios) e EHNV (isolado a partir de peixes), tendo em 
consideração o gene Pol.  
• BIV, RGV, RSV (isolados a partir de anfíbios) e STIV (isolado a partir de repteis), tendo em 
consideração o gene MCP.  
• Para o vírus geograficamente mais próximo (CMTV) obteve-se uma identidade 98% para 
ambas regiões estudadas, assim como para o FV3 e para o LMo.  
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ANEXOS 
Anexo A 
               Sistema comercial Phire® Hot Start DNA Polymerase (Finnzmes/Thermo Scientific). 
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Anexo B 
 
Cinéticas de Replicação dos Ranavírus 
                      Títulos, em pfu/ml, obtidos ao longo das cinéticas de replicação dos isolados virais em estudo 
 
 
 
 
 
 
 
 
h. p.i 
 
2 horas 4 horas 6 horas 8 horas 10horas 12horas 14horas 16horas 18horas 24horas 48 horas 
Ma3A 
extra 5x10
4 
2.1x10
5 
1.9x10
5 
1.2x10
8
 1.3x 10
8
 3x10
8
 1.5x10
9
 1x10
9
 1.6x10
9
 2.2x10
9 
2.6x10
9 
intra 3.5x10
3 
2.4x10
3
 1.2x10
6
 1.4x10
6 
4x10
5
 8x10
4
 8x10
5
 3.3x10
5
 1.2x10
6
 2.2x10
6
 1.1x10
6
 
Ma3B 
extra 2.1x10
5 
2.5x10
5 
2.3x10
5
 7x10
6
 6x10
7
 5x10
8
 7x10
8
 3x10
8 
1,8x10
9
 2x10
9
 4x10
9
 
intra 1.5x10
3
 3x10
3
 1.2x10
6
 2x10
6
 4x10
4
 2x10
4
 5x10
5
 9x10
5
 1x10
6
 6x10
6
 4x10
6
 
Ma3P 
extra 9x10
4
 2x10
5
 4x10
5
 1.3x10
8
 1.2x10
8
 2.3x10
8
 1x10
9
 4x10^8 4x10
9
 4x10
9
 6.5x10
9
 
intra 2.5x10
3
 2x10
3
 1.5x10
6
 2x10
6
 5x10
4
 5x10
5
 8x10
5
 9x10
5
 9x10
5
 5x10
6
 4x10
6
 
Boa 
extra 2.3x10
5
 1.2x10
5
 2x10
5
 4x10
5
 9x10
7 
9x10
7
 3x10
9
 2.5x10
8
 6x10
9
 2x10
9
 2.5x10
9
 
intra 4x10
4
 3x10
3
 4x10
4
 5x10
6
 6x10
5
 3x10
5
 6x10
5
 3x10
5
 3x10
5
 4x10
6
 4x10
6
 
LMo 
extra 2x10
3
 9x10
2
 2.3x10
3
 4x10
3
 4x10
3
 5x10
5
 3.7x10
6
 1.9x10
6
 2.7x10
6
 4x10
6
 5x10
6
 
intra 2x10
2
 4x10
2
 9x10
5
 1x10
6
 5x10
5
 1x10
6
 2x10
2
 6x10
5
 3x10
6
 2x10
6
 4x10
6
 
FV3 
extra 1.3x10
3
 9x10
2 
1.2x10
3
 7x10
2
 9x10
2
 1.2x10
3
 1.9x10
3
 1x10
5
 7x10
5
 5x10
5
 8x10
5
 
intra 4x10
3 
1x10
3 
2.3x10
3 
1.2x10
4 
5x10
2 
2.6x10
3 
2.2x10
3 
3x10
2 
2.4x10
3 
2.3x10
5 
1.3x10
5 
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Anexo C 
                                    Sequências 
         Alinhamento das sequências  consensus parciais do gene MCP 
 
 
Alinhamento das sequências consensus parciais do gene POL 
 
